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Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisierung von 
5 alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwendung einer alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, 
die zu diesem Verfahren verwendeten Enzyme und Mikroorganismen, welche eine geeignete 
Racemase-Aktivitat exprimieren, ein Screening-Verfahren fur Mikroorganismen mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat, die fur dieses Enzym codierenden Nukleinsaure- 
sequenzen, Expressionsvektoren, rekombinante Mikroorganismen, welche diese Racemase 
10 exprimieren und Verfahren zur Herstellung bzw. Isolierung eines Proteins mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

Stand der Technik: 

15 Aus dem Stand der Technik bekannt sind sogenannte mikrobielle Mandelat Racemasen, 
welche in vitro oder in vivo in der Lage sind, Mandelsaure zu racemisieren (G.L Kenyon, 
J.A. Gertt, G.A. Petsko und J.W. Kozarich, „Mandelate Racemase: Structure-Function Stu- 
dies of a Pseudosymmetric Enzyme - , Accts. Chem. Res., 28, 178-186 (1995); R. Li, V.M. 
Powers, J.W. Kozarich und G.L. Kenyon, "Racemization of Vinylglycolate Catalyzed by 

20 Mandelate Racemase", J. Org. Chem., 60, 3347-3351 (1995); S.S. Schafer, A.T. Kallarakal, 
J.W. Kozarich. J.A. Gerlt, J.R. Clifton und G.L. Kenyon, "Mechanism of the Reaction 
Catalyzed by Mandelate Racemase: The Structure and Mechanistic Properties of the D270N 
Mutant", Biochemistry, 35, 5662-5669(1996)). 

25 Zugleich besteht ein grafter Bedarf an der einfachen Herstellung chiraler, nicht-racemischer 
Substanzen, beispielsweise fur die Wirkstoffproduktion in der pharmazeutischen Industrie. 
Die enzymkatalysierte Racemisierung einer stereoisomeren Form einer Verbindung unter 
Bildung des gewunschten Enantiomers wdrde einen geeigneten Weg zur Herstellung des 
gewunschten chiralen, nicht-racemischen Materials darstellen. Die bisher bekannten Race- 

30 masen sind jedoch durch hohe Substratspezifitat gekennzeichnet. So eignet sich die Mande- 
fat Racemase lediglich zur biokatalyt/schen Racemisierung von beta.gamma-ungesattigten 
alpha-Hydroxysauren. Gesattigte alpha-Hydroxycarbonsauren werden nicht akzeptiert (vgl. 
Felfer. U. et al., J. Mol. Catal. B: Enzymatic 15, 213 (2001)). 
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Kurze Beschreibunq der Erfindunq: 

Es besteht daher ein Bedarf an Enzymen mit Racemase-Aktivitat, welche ein anderes bzw. 
erweitertes Substratspektrum in Vergleich zu bekannten Racemasen besitzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung von Mikroorganismen und 
Enzympraparaten, welche eine neuartige Racemase-Aktivitat aufweisen, sowie die Bereit- 
stellung von Verfahren zur Racemisierung stereoisomerer chemischer Verbindungen unter 
Verwendung dieser Enzyme bzw. Mikroorganismen. 

Uberraschenderweise wurde vorliegende Aufgabe gelost durch Bereitstellung eines Verfah- 
rens zur mikrobiologischen Isomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwen- 
dung eines Enzyms mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisie- 
rung von alpha-Hydroxycarbonsauren der Formel I 



R fur geradkettiges oder verzweigtes Niedrigalkyl oder Niedrigalkenyl, vorzugsweise C 2 -C a 
Alkyl, oder -(CH 2 ) n -Cyc steht, worin n fur einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4, vorzugswei- 
se 1 . 2 oder 3, steht und Cyc fur einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituierten, ein- 
oder zweikernigen carbo- oder heterocyclischen Ring, wie z.B. einen gegebenenfalls substi- 
tuierten aromatischen oder heteroaromatischen Ring, vorzugsweise einen gegebenenfalls 
substituierten einkernigen aromatischen Ring steht, 

wobei man ein Substrat, enthaltend im wesentlichen eine erste stereoisomere Form ((R)- 
oder (S)-Form) einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Formel (I), mit Hilfe eines Enzyms mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat isomerisiert und gegebenenfalls das dabei 
gebildete Isomerengemisch ((R)/(S)) oder ein gebildetes zweites Stereoisomer ((S) oder (R)- 
Form) iso/iert. oder ein gebildetes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsgleichgewicht 
entfernt. 




(i) 



worm 



Vorzugsweise erfolgt die enzymatische Isomerisierung durch Umsetzung des Substrats mit 
gereinigtem Enzym, beispielsweise mit einem Reinheitsgrad von >50%, wie z.B. >80 % oder 
M/44162 



WO 2004/111257 



3 



PCT/EP2004/006564 



>90%. Oder 90 bis 99% auf Proteinbasis. einem enzymhaltigen Zellextrakt (z.B. Rohextrakt 
nach Zellaufschluss und Entfernung von Zellfragmenten) oder in Gegenwart ganzer Zellen, 
welche wenigstens ein Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimie 
ren. erfolgt. 



Das Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitit ist bevorzugt aus Mikroorga- 
nismen isolierbar. welche Lactat bilden oder metabolisieren, wie z.B. Milchsaure oder Propi- 
onibakterien. Insbesondere geeignete Quellen sind Bakterien derGattung Lactobacillus und 
Lactococcus. 



Gemafi einer bevorzugten Variante erfolgt die Umsetzung in Gegenwart ganzer Zellen von 
Mikroorganismen derGattung Lactobacillus, oder ganzer Zellen eines rekombinanten Mikro- 
organismus. welche eine erfindungsgemafte alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat 
exprimieren. 



Bevorzugte Mikroorganismen sind ausgewahlt unter L. paracasei, L delbrueckii , L. sakei 
und L. oris, insbesondere unter den Stammen L. paracasei DSM 20207 und DSM 2649. L. 
delbrueckii DSM20074, L. sakei DSM 20017 und L. oris DSM 4864. 

In einer weiteren bevorzugten Verfahrensvariante ist das Enzym eine Lactat-Racemase 
(E.C.5.1.2.1) mit erweitertem Substratspektrum, d.h. eine Enzym, welche neben (R)- oder 
(S)-Lactat wenigstens eine weitere (R)- oder (S)-alpha-Hydroxycarbonsaure obiger Formel I 
racemisiert. 



Eine erfindungsgemaft brauchbare Enzymaktivitat umfasst beispielsweise die Racemisierung 
wenigstens einer Verbindung ausgewahlt unter der (R)- und/oder (S>Form von Phenyllactat. 
4-Fluorphenyllactat. 2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure. 2-Hydroxy-4-methylpentancarbonsaure 
und 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des obigen Verfahrens wird aus dem gebildeten Isc- 
merengemisch. vorzugsweise nach Isolierung des Gemischs aus dem Reaktionsmedium. 
z.B. durch Chromatographie, das gewiinschte Stereoisomer im Wesentlichen entfernt. z.B. 
durch Chromatographie. chemische oder enzymatische stereoselektive Folgereaktion und 
gegebenenfalls weiterer Abtrennung des Folgeprodukts. und der Ruckstand, der im wesent- 
lichen das nicht-gewunschte Stereoisomer enthalt. emeut einer Isomerisierung unterzogen. 
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Dies kann beliebig oft wiederholt werden, bis eine vollstandige Umsetzung zum gewunschten 
Stereoisomer bzw. zum gewunschten Folgeprodukt davon, erreicht ist. 

In einerweiteren bevorzugten Variante des obigen Verfahrens wird das gebildete Isomeren- 
5 gemisch, vorzugsweise nach Isolierung des Gemischs aus dem Reaktionsmedium. z.B. 
durch Chromatographie. einer chemischen oder enzymatischen stereoselektiven Folgereak- 
tion unterzogen und das dabei anfallende Reaktionsgemisch, welches auch das nichtumge- 
setzte Isomer der Hydroxycarbonsaure enthalt, erneut einer erfindungsgemaflen Isomerisie- 
rung unterzieht. Dies kann beliebig oft wiederholt werden, bis eine vollstandige Umsetzung " 
10 zum gewunschten Stereoisomer, bzw. zum gewunschten Folgeprodukt davon. erreicht ist. 

In einerweiteren bevorzugten Variante des obigen Verfahrens, wird die Isomerisierungsreak- 
tion mit einer chemischen oder enzymatischen, enantioselektiven Folgereaktion koppelt. vor- 
zugsweise in einer sogenannten ..Eintopfreaktion", wobei das gewunschte gebildete Stereoi- 
somer der alpha-Hydroxycarbonsaure schrittweise oder kontinuierlich aus dem Reaktions- 
gleichgewicht entfernt wird. 

Bevorzugte chemische oder enzymatische, enantioselektive Folgereaktionen zum erfin- 
dungsgemafien Isomerisierungsschritt sind ausgewahlt unter einer Veresterung und einer 
Amidierung einer stereoisomer Form der alpha-Hydroxycarbonsaure. Die enantioselektive 
Folgereaktion kann insbesondere an einer Carboxyl- oder Hydroxylgruppe erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Screeningverfahren fur Mikroorganismen 
welche ein Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren. wobei 
man einen Mikroorganismus in welchem man die Racemase-Aktivitat vermutet in Gegenwart 
eines Substrats, enthaltend im wesentlichen eine stereoisomere Form einer alpha- 
Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I. kultiviert und das Reaktionsmedium auf Racemi- 
sierung (z.B. Abnahme der Menge der einen und/oder Zunahme der anderen stereoisome- 
ren Form) des Substrats untersucht. 

Das erfindungsgemafte Screeningverfahren ist nicht auf spezielle Mikroorgansimen be- 
schrankt. Es kann grundsatzlich mit alien bekannten eu- und prokaryotischen Mikrorganis- 
men. tierischen oder pflanzlichen Zellen durchgefuhrt werden. Bevorzugt sind aber solche 
Mikroorganismen, welche Lactat bilden oder metabolisieren. wie z.B. Milchsaure oder Propi- 
onibakterien. Insbesondere geeignete Quellen sind Bakterien der Gattung Lactobacillus. 



20 



25 



M/44162 



WO 2004/1 1 1 257 PCT/EP2004/006564 

5 

Bevorzugt werden solche Mikroorganismen gescreent, welche clas im wesentlichen stereoi- 
sornere Substrat zu 1 bis 100%, vorzugsweise zu 20 bis 100%, insbesondere 50 bis 100 % 
Oder 80 bis 100% racemisieren (Razemisierung (%) = 2R/(R+S) x 100; R = Konzentration R- 
Form; S = Konzentration S-Form). Geeignete Umsatze liegen dabei im Bereich von 1 bis 50 
5 %, vorzugsweise 5 bis 50%, insbesondere 15 bis 50 % oder 30 bis 50 % (Umsatz (%) = 
R/(R+S)x 100. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemasen, wel- 
che zur Racemisierung/lsomerisierung wenigstens einer Verbindung der obigen Formel I 
10 befahigt sind, erhaltlich durch Kultivierung eines in einem Screeningverfahren gemafi obiger 
Definition positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten Mikroorganismus und Isolierung der al- 
pha-Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 

Bevorzugt sind insbesondere solche alpha-HydroxycarbonsSure-Racemasen, welche we- 
15 nigstens eine alpha-Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I zu 1 bis 100%, vorzugsweise 
20 bis 100 %, insbesondere 50 bis 100 % racemisieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Nukleinsauresequenzen, kodierend fur we- 
nigstens eine alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach obiger Definition. 

20 

Die Erfindung betrifft aufierdem Expressionsvektoren, enthaltend wenigstens eine kodieren- 
de Nukleinsauresequenz fur eine alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, operativ verknupft 
mit wenigsten einer regulativen Nukleinsauresequenz. 

25 Gegenstand der Erfindung sind auch rekombinante prokaryotische oder eukaryotische Mik- 
roorganismen, enthaltend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemaS obiger Definition 
Oder wenigstens einen Expressionsvektor gemafi obiger Definition. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins 
30 mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat, wobei man einen rekombinanten Mikro- 
organismus nach obiger Definition, der ein Enzym mit der gewunschten Racemase-Aktivitat 
exprimiert, kultiviert und das Protein aus der Kultur isoliert. 

Schliefilich betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha- 
35 Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat, wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat 
getesteten nicht-rekombinanten Mikroorganismus gemafi obiger Definition, insbesondere der 
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Gattung Lactobacillus, aufschlieflt, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit der ge- 
wunschten Enzymaktivitat isoliert. 



5 Detaillierte Beschreibuna der Erfinduna: 
A. Allgemeine Begriffe und Oefinitionen 

Werden keine andere Angaben gemacht, so gelten folgende allgemeine Bedeutungen: 

10 

..Racemate" stehen fur aquimolare Mischungen der beiden Enantiomere einer optisch aktiven 
Verbindung. 

„Racemisierung" bzw. ..Isomerisierung" erfolgt erfindungsgemafc am alpha-Kohlenstoffatom 
15 der Hydroxycarbonsaure. 

..Halogen" steht fiir Fluor. Chlor, Brom Oder Jod. insbesondere Fluor Oder Chlor. 

..Niedrigalkyl" steht bevorzugt fiir geradkettige oder verzweigte Alkylreste mit 2 bis 8, 
20 insbesondere 2 bis 6 C-Atomen. wie Ethyl, i- oder n-Propyl. n-. i-. sec- oder tert.-Butyl. n- 
Pentyl oder 2-Methyl-Butyl. n-Hexyl. 2-Methyl-pentyl. 3-Methyl-pentyl. 2-Ethyl-butyl. 

.NiedrigalkenyT steht fur die ein- Oder mehrfach. vorzugsweise einfach ungesattigten Analo- 
ga oben genannter Alkylreste mit 2 bis 8. insbesondere 2 bis 6 Kohlenstoffatomen. wobei die 
25 Doppelbindung in beliebiger Position der Kohlenstoffkette liegen kann. 

..Aryl" steht fiir einen ein- oder mehrkernigen. vorzugsweise ein- oder zweikernigen. gegebe- 
nenfalls substituierten aromatischen Rest, insbesondere fiir Phenyl oder fur ein uber eine 
beliebige Reposition gebundenes Naphthyl. wie 1- oder 2-Naphthyl. Diese Arylreste kon- 
30 nen gegebenenfalls 1 oder 2 gleiche oder verschiedene Substituenten tragen. ausgewahlt 
unter Halogen. Niedrigalkyl. Niedrigalkoxy gema/i obiger Definition oder Trifluormethyl. 

B. Racemisierbare alpha-Hydroxycarbonsauren 

35 Erfindungsgemali durch Racemisierung umsetzbare alpha-Hydroxycarbonsauren sind sol- 
che obiger Formel (I), worin R fur geradkettiges oder verzweigtes Niedrigalkyl oder Niedri- 
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galkenyl Oder -(CH 2 ) n -Cyc steht. worin n fur einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4 steht und 
Cyc fur einen gegebenenfalts ein- oder mehrfach substituierten. ein- Oder zweikernigen car- 
bo- Oder heterocyclischen Ring steht. Diese Verbindungen konnen in enantiomerenreiner 
Form, d.h. als R- oder S-Enantiomer oder als nicht-racemisches Gemisch der beiden Enanti- 
omere erfindungsgemaG racemisiert werden. 

Die zur enzymatischen Synthese verwendeten alpha-Hydroxycarbonsauren der Formel I sind 
an sich bekannte Verbindungen und unter Anwendung allgemein bekannter organischer 
Syntheseverfahren zuganglich. 

Als Beispiele fur carbo- und heterocyclische Gruppen Cyc sind insbesondere ein- oder zwei- 
kernigen, vorzugsweise einkernige. Gruppen mit bis zu 4, wie z.B. 0. 1 oder 2 gleichen oder 
verschiedenen Ring-Heteroatomen. ausgewahlt unter O. N und S sind zu nennen. 

Diese carbo- oder heterocyclischen Ringe umfassen insbesondere 3 bis 12. vorzugsweise 4, 
5 oder 6 Ring-Kohlenstoffatomen. Als Beispiele kdnnen genannt werden Cyclopropyl. Cyclo- 
butyl. Cyclopentyl, Cyclohexyl. Cycloheptyl, die ein- oder mehrfach ungesattigten Analoga 
davon. wie Cyclobutenyl, Cyclopentenyl, Cyclopentadienyl. Cyclohexenyl, Cycloheptenyl, 
Cyclohexadienyl. Cycloheptadienyl, und Phenyl; sowie 5- bis 7-gliedrige gesattigte Oder ein 
oder mehrfach ungesattigte heterocyclische Reste mit 1 bis 4 Heteroatomen, die ausgewahlt 
sind unter O. N und S. Insbesondere sind zu nennen heterocyclische Reste, abgeleitet von 
Pyrrolidin, Tetrahydrofuran. Piperidin, Morpholin, Pyrrol. Furan. Thiophen. Pyrazol. Imidazol. 
Oxazol, Thiazol. Pyridin, Pyran, Pyrimidin. Pyridazin und Pyrazin. 

Weiterhin sind zu nennen zweikernige Rests, bei welchen einer der oben erwahnten Carbo- 
oder Heterocyclen mit einem weiteren Heterocyclus oder Carbocyclus kondensiert ist, wie 
z.B. Reste abgeleitet von Cumaron, Indol, Chinolin und Naphthalin. 

Die Reste Cyc konnen dabei iiber eine beliebige Ringposition, vorzugsweise uber ein Ring- 
Kohlenstoffatom, gebunden sein. 

Beispiele furgeeignet Cyc-Reste sind Phenyl. Naphthyl. 2-Thienyl, 3-Thienyl; 2-Furanyl, 3- 
Furanyl; 2-Pyridyl, 3-Pyridyl oder 4-Pyridyl; 2-Thiazolyl. 4-Thiazolyl oder 5-Thiazolyl; 4- 
Methyl-2-thienyl. 3-Ethyl-2-thienyl. 2-Methyl-3-thienyl. 4-Propyl-3-thienyl. 5-n-Butyl-2-thienyl. 
4-Methyl-3-thienyl. 3-Methyl-2-thienyl; 3-Chlor-2-thienyl, 4-Brom-3-thienyl. 2-lod-3-thienyl. 5- 
lod-3-thienyl. 4-Fluor-2-thienyl, 2-Brom-3-thienyl, und 4-Chlor-2-thienyl. 
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Die Reste Cyc konnen weiterhin ein- Oder mehrfach, wie z.B. ein- oder zweifach, substituiert 
sein. Vorzugsweise sitzen die Substituenten an einem Ring-Kohlenstoffatom. Beispiele fur 
geeignete Substituenten sind Halogen, Niedrigalkyl, Niedrigalkenyl, Niedrigalkoxy, -OH t -SH, 
5 -N0 2 oder NR 2 R 3 f wobei R 2 und R 3 unabhangig voneinander fur H, Methyl oder Ethyl stehen. 
Bevorzugte Substituenten sind Halogenreste. 

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Cyc-Resten sind Aryl-Reste gemaft obiger Definition. 

10 C. Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat 

Die erfindungsgemafien Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat sind 
insbesondere aus Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus zuganglich. 

15 Bevorzugte Enzyme sind aus den Lacfobac/7/us-Stammen L paracasei DSM 20207 (DSM 
15755) und DSM 2649 (DSM 15751), L delbrueckii DSM20074 (DSM 15754), L sake! DSM 
20017 (DSM 15753 und L oris DSM 4864 (DSM 15752) isolierbar. Diese sind bei der DSM 
(Deutsche Stammsammlung fur Zellkulturen und Mikroorganismen) erhaitlich. 

20 Die Enzyme sind unter Anwendung ublicher praparativer biochemischer Methoden aus Zell- 
kulturen isolierbar. Aus den isolierten Enzymen lassen sich dann in herkommlicher Weise, z. 
B. durch Peptidfragmentierung und N-terminale Sequenzierung, erste Aminosauresequenz- 
informationen ableiten. 

25 Erfindungsgemaft mit umfasst sind ebenfalls ..funktionale Aquivalente" der naturlichen, aus 
obigen Organsimen isolierbaren Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

„Funktionale Aquivalente" oder Analoga der naturlichen Racemasen sind im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weiterhin die gewunschte 

30 biologische Aktivitat, wie z.B. Substratspezifitat, besitzen. So versteht man beispielsweise 

unter „funktionalen Aquivalenten" Enzyme, die wenigstens eine Verbindung ausgewahlt unter 
Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4- 
methylpentancarbonsaure, 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure racemisieren und die mindestens 
20 %, bevorzugt mindestens 50 %, besonders bevorzugt mindestens 75 %, ganz besonders 

35 bevorzugt mindestens 90 % der Aktivitat eines naturlichen Racemase-Enzyms aus einem 
der oben genannten Lactobacillus-Stamme oder eine hohere Aktivitat als diese aufweisen. 
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Funktionale Aquivalente sind auflerdem vorzugsweise von etwa pH 4 bis 10 stabil und besit- 
zen vorteilhaft ein pH-Optimum bei etwa pH 5 bis 8 sowie ein Temperaturoptimum im Be- 
reich von 20°C bis 80°C. 

Unter Junktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaft insbesondere auch Mutan- 
ten, welche in wenigstens einer Sequenzposition der natiirlichen Aminosauresequenzen eine 
andere als die naturliche Aminosaure aufweisen aber trotzdem eine der oben genannten 
biologischen Aktivitaten besitzen. „Funktionale Aquivalente" umfassen somit die durch eine 
Oder mehrere Aminosaure-Additionen, -Substitutionen, -Deletionen und/oder -Inversionen 
erhaltlichen Mutanten, wobei die genannten Veranderungen in jeglicher Sequenzposition 
auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit dem erfindungsgemaften Eigenschafts- 
profil fuhren. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn die Reakti- 
vitatsmuster zwischen Mutante und unverandertem Polypeptid qualitativ ubereinstimmen, 
d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unterschiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt wer- 
den. 

„Funktionale Aquivalente" im obigen Sinne sind auch „Prakursoren tt der beschriebenen Poly- 
peptide sowie Junktionale Derivate" und „Salze tt der Polypeptide. 

..Prakursoren" sind dabei naturliche oder synthetische Vorstufen der Polypeptide mit Oder 
ohne der gewunschten biologischen Aktiviat. 

Unter dem Ausdruck n Salze tt versteht man sowohl Salze von Carboxylgruppen als auch Sau- 
readditionssalze von Aminogruppen der erfindungsgemafien Proteinmolekule. Salze von 
Carboxylgruppen konnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden und umfassen an- 
organische Salze, wie zum Beispiel Natrium-, Calcium-, Ammonium-, Eisen- und Zinksalze, 
sowie Salze mit organischen Basen, wie zum Beispiel Aminen, wie Triethanolamin, Arginin, 
Lysin. Piperidin und dergleichen. Saureadditionssalze, wie zum Beispiel Salze mit Mineral- 
sauren, wie Salzsaure oder Schwefelsaure und Salze mit organischen Sauren, wie Essig- 
saure und Oxalsaure sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

..Funktionale Derivate" erfindungsgemafier Enzyme konnen an funktionellen Aminosaure- 
Seitengruppen oder an deren N- oder C-terminalen Ende mit Hilfe bekannter Techniken e- 
benfalls hergestellt werden. Derartige Derivate umfassen beispielsweise aliphatische Ester 
von Carbonsauregruppen, Amide von Carbonsauregruppen, erhaltlich durch Umsetzung mit 
Ammoniak oder mit einem primaren oder sekundaren Amin; N-Acylderivate freier Ami- 
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nogruppen, hergestellt durch Umsetzung rnit Acylgruppen; oder O-Acylderivate freier Hydro- 
xygruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgruppen. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch Polypeptide welche aus anderen Orga- 
nismen zuganglich sind, sowie naturlich vorkommende Varianten. Beispielsweise lassen sich 
durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen und in Anlehnung 
an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzyme ermitteln. 

„ Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzelne Domanen 
Oder Sequenzmotive, der erfindungsgemaflen Polypeptide, welche z.B. die gewunschte bio- 
logische Funktion aufweisen. 

„Funktionale Aquivalente" sind aufierdem Fusionsproteine, welche eine der naturlichen Ra- 
cemasesequenzen oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und wenigstens eine wei- 
tere, davon funktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funktioneller N- oder C- 
terminaler Verknupfung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliche funktionelle Beeintrachtigung 
der Fusionsproteinteile) aufweisen. Nichtlimitierende Beispiele fiir derartige heterologe Se- 
quenzen sind z.B. Signalpeptide oder Enzyme. 

Erfindungsgemali mit umfasste Junktionale Aquivalente" sind Homologe zu den naturlichen 
Proteinen. Diese besitzen wenigstens 60 %, vorzugsweise wenigstens 75% ins besondere 
wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95% oder 99%, Homologie zu einer der naturlichen Amino- 
sauresequenzen, berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. 
Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. Eine prozentuale Homologie eines erfindungsge- 
maften homologen Polypeptids bedeutet insbesondere prozentuale Identitat der Aminosau- 
rereste bezogen auf die Gesamtlange einer der Aminosauresequenzen eines erfindungsge- 
maflen Enzyms oder einer Enzymuntereinheit. 

Im Falle einer moglichen Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemafte Junktionale 
Aquivalente" Proteine des oben bezeichneten Typs in deglykosylierter bzw. glykosylierter 
Form sowie durch Veranderung des Glykosylierungsmusters erhaltliche abgewandelte For- 
men. 

Homologe der erfindungsgemafien Proteine oder Polypeptide konnen durch Mutagenese 
erzeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder Verkurzung des Proteins. 
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Homologe des erfindungsgemaften Racernasen konnen durch Screening kombinatorischer 
Banken von Mutanten, wie z.B. Verkurzungsmutanten, identifiziert werden. Beispielsweise 
kann eine variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf 
Nukleinsaureebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzymatisches Ligieren eines Gemi- 
5 sches synthetischer Oligonukleotide. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, die zur Herstellung 
von Banken potentieller Homologer aus einer degenerierten Oligonukleotidsequenz verwen- 
det werden konnen. Die chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in ei- 
nem DNA-Syntheseautomaten durchgefuhrt werden, und das synthetische Gen kann dann in 
einen geeigneten Expressionsvektor ligiert werden. Die Verwendung eines degenerierten 
10 Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung samtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den 
gewunschten Satz an potentiellen Proteinsequenzen kodieren. Verfahren zur Synthese de- 
generierter Oligonukleotide sind dem Fachmann bekannt (z.B. Narang, S.A. (1983) Tetra- 
hedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al. f (1984) 
Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11:477). 

15 

lm Stand der Technik sind mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten kombinato- 
rischer Banken, die durch Punktmutationen Oder Verkurzung hergestellt worden sind, und 
zum Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit einer ausgewahlten Eigenschaft be- 
kannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening der Genbanken anpassen, 

20 die durch kombinatorische Mutagenese erfindungsgemalier Homologer erzeugt worden sind. 
Die am haufigsten verwendeten Techniken zum Screening groISer Genbanken, die einer A- 
nalyse mit hohem Durchsatz unterliegen, umfassen das Klonieren der Genbank in replizier- 
bare Expressionsvektoren, Transformieren der geeigneten Zellen mit der resultierenden Vek- 
torenbank und Exprimieren der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der 

25 Nachweis der gewunschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen kodiert, dessen 
Produkt nachgewiesen wurde, erleichtert Recursive-Ensemble-Mutagenese (REM), eine 
Technik, die die Haufigkeit funktioneller Mutanten in den Banken vergrdfiert, kann in Kombi- 
nation mit den Screeningtests verwendet werden, um Homologe zu identifizieren (Arkin und 
Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327- 

30 331). 

D. Kodierende Nukleinsauresequenzen 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen, die fur ein Enzym mit alpha- 
35 Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat kodieren. Bevorzugt sind Nukleinsauresequenzen. 
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umfassend die von den naturlichen Aminosauresequenzen der aus obigen Mikroorganismen 
isolierbaren Racemasen abgeleiteten Nukleinsauresequenzen. 

Alle erfindungsgemafien Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppelstrangige DNA- und 
RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA) sind in an sich bekannter Weise durch chemi- 
sche Synthese aus den Nukleotidbausteinen, wie beispielsweise durch Fragmentkondensa- 
tion einzelner uberlappender, komplementarer Nukleinsaurebausteine der Doppelhelix, her- 
stellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, in bekannter 
Weise, nach der Phosphoarniditmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, 
Seiten 896-897) erfolgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auffullen von 
Lucken mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen so- 
wie allgemeine Klonierungsverfahren werden in Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere Nukleinsauresequenzen (einzel- und dop- 
pelstrangige DNA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fur eines der 
erfindungsgemafien Enzyme, und deren funktionalen Aquivalenten, welche z.B. unter Ver- 
wendung kunstlicher Nukleotidanaloga zuganglich sind. 

Die Erfindung betrifft sowohl isolierte Nukleinsauremolekule, welche fur erfindungsgemalie 
Polypeptide bzw. Proteine Oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren, als auch Nuk- 
leinsaurefragmente, die z.B. zur Verwendung als Hybridisierungssonden oder Primer zur 
Identifizierung oder Amplifizierung von erfindungsgemafler kodierenden Nukleinsauren ver- 
wendet werden konnen. 

Die erfindungsgemafien Nukleinsauremolekule konnen zudem untranslatierte Sequenzen 
vom 3'- und/oder S'-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotidsequenzen 
komplementaren Nukleinsauremolekule oder einen Abschnitt davon. 

Die erfindungsgemafien Nukleotidsequenzen ermoglichen die Erzeugung von Sonden und 
Primern, die zur Identifizierung und/oder Klonierung von homologer Sequenzen in anderen 
Zelltypen und Organismen verwendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer umfassen gewohn- 
lich einen Nukleotidsequenzbereich, der unter ..stringenten" Bedingungen (siehe unten) an 
mindestens etwa 12, vorzugsweise mindestens etwa 25, wie z.B. etwa 40, 50 oder 75 auf- 
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einanderfolgende Nukleotide eines Sense-Stranges einer erfindungsgemafien Nukleinsaure- 
sequenz Oder eines entsprechenden Antisense-Stranges hybridisiert. 

Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul wird von anderen Nukleinsauremolekulen abgetrennt, 
die in der naturlichen Quelle der Nukleinsaure zugegen sind und kann uberdies im wesentli- 
chen frei von anderern zellularen Material oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombi- 
nante Techniken hergestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemi- 
kalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

Ein erfindungsgemafies Nukleinsauremolekul kann mittels molekularbiologischer Standard- 
Techniken und der erfindungsgemaft bereitgestellten Sequenzinformation isoliert werden. 
Beispielsweise kann cDNA aus einer geeigneten cDNA-Bank isoliert werden, indem eine der 
konkret offenbarten vollstandigen Sequenzen oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungs- 
sonde und Standard-Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook, J., 
Fritsch, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) 
verwendet werden. Oberdies lasst sich ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine der offen- 
barten Sequenzen oder ein Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wo- 
bei die Oligonukleotidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz erstellt wurden, verwendet 
werden. Die so amplifizierte Nukleinsaure kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden 
und durch DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Die erfindungsgemafien Oligo- 
nukleotide konnen ferner durch Standard-Syntheseverfahren, z.B. mit einem automatischen 
DNA-Synthesegerat, hergestellt werden. 

Die erfindungsgemafien Nukleinsauresequenzen lassen sich prinzipiell aus alien Organis- 
men identifizieren und isolieren. Vorteilhaft lassen sich die erfindungsgemafien Nukleinsau- 
resequenzen aus Bakterien des obigen Typs isolieren. 

Erfindungsgemafie Nukleinsauresequenzen oder Derivate davon. Homologe oder Teile die- 
ser Sequenzen, lassen sich beispielsweise mit ublichen Hybridisierungsverfahren oder der 
PCR-Technik aus anderen Mikroorganismen, z.B. uber genomische oder cDNA-Banken, 
isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybridisieren unter Standardbedingungen mit den erfin- 
dungsgemafien Sequenzen. Zur Hybridisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide der 
konservierten Bereiche beispielsweise aus dem aktiven Zentrum, die uber Vergleiche mit der 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase in dem Fachmann bekannter Weise ermittelt werden 
konnen, verwendet. Es konnen aber auch langere Fragmente der erfindungsgemafien Nuk- 



1W44162 



WO 2004/111257 PCT/EP2004/006564 



14 



10 



15 



leinsauren Oder die vollstandigen Sequenzen fiir die Hybridisierung verwendet werden. Je 
nach der verwendeten Nukleinsaure (Oligonukleotid. langeres Fragment oder vollstandige 
Sequenz) oder je nachdem welche Nukleinsaureart DNA Oder RNA fiir die Hybridisierung 
verwendet werden. variieren diese Standardbedingungen. So liegen beispielsweise die 
Schmelztemperaturen fur DNA:DNA-Hybride ca 10 "C niedriger als die von DNA:RNA- 
Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nukleinsaure Temperaturen zwi- 
schen 42 und 58 °C in einer walirigen Pufferlbsung mil einer Konzentration von 0.1 bis 5 x 
SSC (1 X SSC = 0.15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat. pH 7.2) oder zusatzlich in Gegenwart 
von 50% Formamid wie beispielsweise 42 °C in 5 x SSC. 50% Formamid zu verstehen. Vor- 
teilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen fur DNA:DNA-Hybride bei 0.1 x SSC 
und Temperaturen von etwa 20 °C bis 45 °C. bevorzugt von etwa 30 'C bis 45 "C. Fur 
DNA: RNA-Hybride liegen die Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0.1 x SSC und 
Temperaturen von etwa 30 °C bis 55 'C, bevorzugt von etwa 45 °C bis 55 °C. Diese ange- 
gebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind beispielhaft kalkulierte Schmelztempera- 
turwerte fur eine Nukleinsaure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C- 
Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen fur die 
DNA-Hybridisierung sind in einschlagigen Lehrbiichern der Genetik. wie beispielsweise 
Sambrook et al.. "Molecular Cloning". Cold Spring Harbor Laboratory. 1989. beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise abhangig von der Lan- 
ge der Nukleinsauren. der Art der Hybride oder dem G + C-Gehalt berechnen. Weitere In- 
formationen zur Hybridisierung kann der Fachmann folgenden Lehrbuchern entnehmen: Au- 
subel et al. (eds). 1985. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons. New 
York; Hames and Higgins (eds). 1985. Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach. 
IRL Press at Oxford University Press. Oxford; Brown (ed). 1991. Essential Molecular Biology: 
A Practical Approach. IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Derivate der konkret offenbarten oder ableitbaren Nuk- 
30 leinsauresequenzen. 

So konnen weitere erfindungsgemafte Nukleinsauresequenzen von den naturlichen Sequen- 
zen abgeleitet sein und sich davon durch Addition. Substitution. Insertion oder Deletion ein- 
zelner oder mehrerer Nukleotide unterscheiden. aber weiterhin fur Polypeptide mit dem ge- 
35 wunschten Eigenschaftsprofil kodieren. 
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Erfindungsgemali umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen. die sogenannte stum- 
me Mutationen umfassen Oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- 
oder Wirtsorganismus. im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz verandert sind, 
ebenso wie naturlich vorkommende Varianten. wie z.B. Spleifivarianten oder Allelvarianten, 
davon. 

Gegenstand sind ebenso durch konservative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betreffende 
Aminosaure wird durch eine Aminosaure gleicher Ladung, Grolie. Polaritat und/oder Lbslich- 
keit ersetzt) erhaltliche Sequenzen. 



Gegenstand der Erfindung sind auch die durch Sequenzpolymorphismen von den konkret 
offenbarten Nukleinsauren abgeleiteten Molekiile. Diese genetischen Polymorphismen kbn- 
nen zwischen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der natiirlichen Variation exis- 
tieren. Diese natiirlichen Variationen bewirken iiblicherweise eine Varianz von 1 bis 5 % in 
1 5 der Nukleotidsequenz eines Gens. 

Unter Derivaten der erfindungsgemalien Nukleinsauren sind beispielsweise Allelvarianten 
zu verstehen. die mindestens 40 % Homologie auf der abgeleiteten Aminosaureebene. be- 
vorzugt mindestens 60 % Homologie. ganz besonders bevorzugt mindestens 80 % Homolo- 
gie uber den gesamten Sequenzbereich aufweisen (beziiglich Homologie auf Aminosaure- 
ebene sei auf obige Ausfiihrungen zu den Polypeptiden verwiesen). Uber Teilbereiche der 
Sequenzen konnen die Homologien vorteilhaft hoher liegen. 



Weiterhin sind unter Derivaten auch Homologe der erfindungsgemalien Nukleinsaurese- 
quenzen. beispielsweise pilzliche oder bakterielle Homologe. verkurzte Sequenzen. Einzel- 
strang-DNA Oder RNA der kodierenden und nichtkodierenden DNA-Sequenz. zu verstehen. 
So besitzten z.B. Homologe zur der SEQ ID NO: 1 auf DNA-Ebene eine Homologie von min- 
destens 40 %. bevorzugt von mindestens 60 %. besonders bevorzugt von mindestens 70 %. 
ganz besonders bevorzugt von mindestens 80 % uber den gesamten in SEQ ID NO: 1 ange- 
30 gebenen DNA-Bereich. 

Aufierdem sind unter Derivaten beispielsweise Fusionen mit Promotoren zu verstehen. Die 
Promotoren. die den angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschalten sind. konnen durch 
ein oder mehrere Nukleotidaustausche. Insertionen. Inversionen und/oder Deletionen veran- 
dert sein. ohne dass aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt 
sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz in ihrer Wirk- 
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samkeit erhoht oder komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder Organismen 
ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nukleotidsequenz im Bereich von - 
1 bis -1000 Basen stroma ufwarts vor dem Startkodon oder 0 bis 1000 Basen stromabwarts 
nach dem Stopkodon so verandert wurde. dass die Genexpression und/oder die Proteinex- 
pression verandert, bevorzugt erhoht wird. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsauresequenzen, welchen mit oben genannten 
kodierenden Sequenzen unter n stingenten Bedingungen" hybridisieren. Diese Polynukleotide 
lassen sich bei der Durchmusterung von genomischen oder cDNA-Banken auffinden und 
gegebenenfalls daraus mit geeigneten Primem mittels PCR vermehren und anschliefiend 
beispielsweise mit geeigneten Sonden isolieren. Daruber hinaus kdnnen erfindungsgemafte 
Polynukleotide auch auf chemischem Wege synthetisiert werden. Unter dieser Eigenschafl 
versteht man die Fahigkeit eines Poly- oder Oligonukleotids unter stringenten Bedingungen 
an eine nahezu komplementare Sequenz zu binden, wahrend unter diesen Bedingungen 
unspezifische Bindungen zwischen nicht-kompfementaren Partnern unterbleiben. Dazu soli- 
ten die Sequenzen zu 70-100%, vorzugsweise zu 90-100%, komplementar sein. Die Eigen- 
schaft komplementarer Sequenzen, spezifisch aneinander binden zu kdnnen, macht man 
sich beispielsweise in der Northern- oder Southern-Biot-Technik oder bei der Primerbindung 
in PCR oder RT-PCR zunutze. Oblicherweise werden dazu Oligonukleotide ab einer Lange 
von 30 Basenpaaren eingesetzt. Unter stringenten Bedingungen versteht man beispielswei- 
se in der Northern-Blot-Technik die Verwendung einer 50 - 70 °C, vorzugsweise 60 - 65 °C 
warmen Waschlosung, beispielsweise 0,1x SSC-Puffer mit 0,1% SDS (20x SSC: 3M NaCI, 
0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter cDNA-Sonden oder Oligo- 
nukleotide. Dabei bleiben, wie oben erwahnt, nur in hohem Mafie komplementare Nuklein- 
sauren aneinander gebunden. Die Einstellung stringenter Bedingungen ist dem Fachmann 
bekannt und ist z:B. in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 

E. Erfindungsgemafle Konstrukte 

Gegenstand der Erfindung sind aulierdem Expressionskonstrukte, enthaltend unter der ge- 
netischen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine fur ein erfindungsgemafJes En- 
zym kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines dieser 
Expressionskonstrukte. 
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Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgemafien Konstrukte 5'-stromaufwarts von der 
jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor und 3'-stromabwarts eine Terminatorse- 
quenz sowie gegebenenfalls weitere ubliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ 
verknupft mit der kodierenden Sequenz. 

Unter einer „operativen Verknupfung" versteht man die sequentielle Anordnung von Promo- 
tor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulativer Elemente der- 
ail, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemali erfullen kann. Beispiele fur operativ verknupfbare Sequenzen 
sind Targeting-Sequenzen sowie Enhancer. Polyadenylierungssignale und dergleichen. Wei- 
tere regulative Elemente umfassen selektierbare Marker. Amplifikationssignale. Replikation- 
sursprunge und dergleichen. Geeignete regulatorische Sequenzen sind z.B. beschrieben in 
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185. Academic Press, San 
Diego. CA (1990). 

Unter einem erfindungsgemafien Nukleinsaurekonstrukt sind insbesondere die natiiriichen 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemasegene und die Derivate und Homologen davon zu ver- 
stehen, die mit einem oder mehreren Regulationssignalen vorteilhafterweise zur Steuerung. 
z.B. Erhohung, der Genexpression operativ oder funktionell verknupft wurden. 

Zusatzlich zu diesen Regulationssequenzen kann die natGrliche Regulation dieser Sequen- 
zen vor den eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch 
verandert worden sein, so dass die naturliche Regulation ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht wurde. Das Nukleinsaurekonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut 
sein, das heifit es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale vor die kodierende Se- 
quenz insertiert und der naturliche Promotor mit seiner Regulation wurde nicht entfernt. 
Stattdessen wird die naturliche Regulationssequenz so mutiert. dass keine Regulation mehr 
erfolgt und die Genexpression gesteigert wird. 

Ein bevorzugtes Nukleinsaurekonstrukt enthalt vorteilhafterweise auch eine oder mehrere 
der schon erwahnten "Enhancer" Sequenzen. funktionell verknupft mit dem Promotor. die 
eine erhbhte Expression der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3'-Ende der DNA- 
Sequenzen kdnnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden, wie weitere regula- 
torische Elemente oder Terminatoren. Die erfindungsgemafien Nukleinsauren konnen in 
einer oder mehreren Kopien im Konstrukt enthalten sein. Im Konstrukt konnen noch weitere 
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Marker, wie Antibiotikaresistenzen oder Auxotrophien komplementierende Gene, gegebe- 
nenfalls zur Selektion auf das Konstrukt enthalten sein. 

Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erfindungsgemafie Verfahren sind beispielsweise 
5 in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp- t lac- f Ipp-lac-, lacl q ~* T7-, T5-, T3-, gal-, 
trc-, ara-, rhaP (rhaP B AD)SP6-, lambda-P R - oder im lambda-P L -Promotor enthalten, die vor- 
teilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden. Weitere vorteilhafte Regula- 
tionssequenzen sind beispielsweise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02, in 
den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1, MFalpha , AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH 
10 enthalten. Es konnen auch kunstliche Promotoren fur die Regulation verwendet werden. 

Das Nukleinsaurekonstrukt wird zur Expression in einem Wirtsorganismus vorteilhafterweise 
in einen Vektor, wie beispielsweise einem Plasmid oder einem Phagen inseriert, der eine 
optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Unter Vektoren sind aufter Plasmiden und 

15 Phagen auch alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, also z.B. Viren, wie SV40, 
CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und 
lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganis- 
mus repliziert oder chromosomal repliziert werden. Diese Vektoren stellen eine weitere Aus- 
gestaltung der Erfindung dar. Geeignete Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG338, 

20 pACYC184 f pBR322, pUC18, pUC19, pKC30, pRep4, pHS1, pKK223-3, pDHE19.2, pHS2 f 
pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, plN-lll 113 -B1 ,Xgt1 1 oder pBdCI, in Streptomyces 
plJ101, plJ364, plJ702 oder plJ361, in Bacillus pUB110, pC194 oder pBD214 f in Corynebac- 
terium pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALS1, plL2 oder pBB116, in Hefen 2alphaM, pAG-1, 
YEp6 ( YEp13 Oder pEMBLYe23 oder in Pflanzen pLGV23, pGHIac + , pBIN19, pAK2004 Oder 

25 pDH51. Die genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der moglichen Plasmide dar. 
Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus dem 
Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985 , ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

30 Vorteilhafterweise enthalt das Nukleinsaurekonstrukt zur Expression der weiteren enthalte- 
nen Gene zusatzlich noch 3'- und/oder 5'-terminale regulatorische Sequenzen zur Steige- 
rung der Expression, die je nach ausgewahltem Wirtorganismus und Gen oder Gene fur eine 
optimale Expression ausgewahlt werden. 

35 Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Gene und der Protein- 
expression ermogiichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass 
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das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberexprimiert wird, oder dass es sofort expri- 
miert und/oder uberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugsweise die Genexpressi- 
on der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und dadurch erhohen. So kann eine Verstar- 
kung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. 
Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die 
Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann der das erfindungsgemafie Nuklein- 
saurekonstrukt oder die erfindungsgemafie Nukleinsaure enthaltende Vektor auch vorteil- 
hafterweise in Form einer linearen DNA in die Mikroorganismen eingefuhrt werden und uber 
heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des Wirtsorganismus integriert 
werden. Diese lineare DNA kann aus einem linearisierten Vektor wie einem Plasmid oder nur 
aus dem Nukleinsaurekonstrukt oder der erfindungsgemaflen Nukleinsaure bestehen. 

Fur eine optimale Expression heterologer Gene in Organismen ist es vorteilhaft die Nuklein- 
sauresequenzen entsprechend des im Organismus verwendeten spezifischen "codon usage" 
zu verandern. Der "codon usage" lafit sich anhand von Computerauswertungen anderer, 
bekannter Gene des betreffenden Organismus leicht ermitteln. 

Die Herstellung einer erfindungsgemalien Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines 
geeigneten Promotors mit einer geeigneten kodierenden Nukleotidsequenz sowie einem 
Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- 
und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments 
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in 
Ausubel, F.M. et al. f Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in einem 
geeigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, 
der eine optimale Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fachmann 
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wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pouwels P. H et aL, Hrsg, 
Elsevier. Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. 



F. Erfindungsgemali brauchbare Wirte 

5 

Mit Hilfe der erfindungsgemafien Vektoren sind rekombinante Mikroorganismen herstellbar, 
welche beispielsweise mit wenigstens einem erfindungsgemafien Vektor transformiert sind 
und zur Produktion der erfindungsgemafien Enzyme eingesetzt werden konnen. Vorteilhaft- 
erweise werden die oben beschriebenen erfindungsgemafien rekombinanten Konstrukte in 

10 ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem 
Fachmann bekannte gelaufige Klonierungs- und Transfektionsmethoden, wie beispielsweise 
Co-Prazipitation, Protoplastenfusion, Elektroporation, retroviral Transfektion und derglei- 
chen, verwendet, um die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur 
Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in 

15 Molecular Biology, F. Ausubel et aL, Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, oder 
Sarnbrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 
beschrieben. 

20 Erfindungsgemafi sind auch homolog rekombinierte Mikroorganismen herstellbar. Dazu wird 
ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines erfindungsgemafien Gens oder 
einer kodierenden Sequenz enthait, worin gegebenenfalls wenigstens eine Aminosaure- 
Deletion, -Addition oder -Substitution eingebracht worden ist, um die erfindungsgemafie Se- 
quenz zu verandern, z.B. funktionell zu disrumpieren ("Knockout"-Vektor). Die eingebrachte 

25 Sequenz kann z.B. auch ein Homologes aus einem verwandten Mikroorganismus sein oder 
aus einer Saugetier-, Hefe- oder Insektenquelle abgeleitet sein. Der zur homologen Rekom- 
bination verwendete Vektor kann alternativ derart ausgestaltet sein, dali das endogene Gen 
bei homologer Rekombination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch das funkti- 
onelle Protein kodiert (z.B. kann der stromaufwarts gelegene regulatorische Bereich derart 

30 verandert sein, dass dadurch die Expression des endogenen Proteins verandert wird). Der 
veranderte Abschnitt des erfindungsgemafien Gens ist im homologen Rekombinationsvektor. 
Die Konstruktion geeigneter Vektoren zur homologen Rekombination ist z.B. beschrieben in 
Thomas, K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503. 

35 Als rekombinante Wirtsorganismen fur die erfindungsgemafie Nukleinsaure oder dem Nuk- 
leinsaurekonstrukt kommen prinzipiell alle prokaryontischen oder eukaryontischen Organis- 
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men in Frage. Vorteilhafterweise werden als Wirtsorganismen Mikroorganismen wie Bakteri- 
en. Pilze oder Hefen verwendet. Vorteilhaft werden gram-positive Oder gram-negative Bak- 
terien verwendet. Ganz besonders bevorzugt ist die Gattung und Art Escherichia coli. 

Der Wirtsorganismus oder die Wirtsorganismen gemali der Erfindung enthalten dabei vor- 
zugsweise mindestens eine der in dieser Erfindung beschriebenen Nukleinsauresequenzen, 
Nukleinsaurekonstrukte oder Vektoren. die fur ein Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat kodieren. 

Die im erfindungsgemaften Verfahren verwendeten Organismen werden je nach Wirtsorga- 
nismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. gezuchtet. Mikroorganismen 
werden in der Regel in einem flussigen Medium, das eine Kohlenstoffquelle meist in Form 
von Zuckern, eine Stickstoffquelle meist in Form von organischen Stickstoffquellen wie Hefe- 
extrakt oder Salzen wie Ammoniumsulfat. Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesi- 
umsalze und gegebenenfalls Vitamine enthalt. bei Temperaturen von 0 °C bis 100 X. bevor- 
zugt von 10 «C bis 60 °C unter Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der pH der 
Nahrflussigkeit auf einen festen Wert gehalten werden. das heilit wahrend der Anzucht regu- 
liert werden oder nicht. Die Anzucht kann n batch"-weise, „semi batch"-weise oder kontinuier- 
lich erfolgen. Nahrstoffe konnen zu beginn der Fermentation vorgelegt oder semikontinuier- 
lich oder kontinuierlich nachgefuttert werden. Das Keton kann direkt zur Anzucht gegeben 
werden oder vorteilhaft nach Anzucht. Die Enzyme konnen nach dem in den Beispielen be- 
schriebenen Verfahren aus den Organismen isoliert werden oder als Rohextrakt fur die Re- 
aktion verwendet werden. 



) 25 



35 



G. Rekombinante Herstellung der erfindungsgemaBen Enzyme: 



Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Herstellung erfin- 
dungsgemafte Polypeptide oder funktioneller. biologisch aktiver Fragmente davon. wobei 
man einen Polypeptide-produzierenden Mikroorganismus kultiviert. gegebenenfalls die Ex- 
30 pression der Polypeptide induziert und diese aus der Kultur isoliert. Die Polypeptide konnen 
so auch in grofltechnischem Mafistab produziert werden. falls dies erwunscht ist. 

Der rekombinante Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermen- 
tiert werden. Bakterien konnen beispielsweise in TB- oder LB-Medium und bei einer Tempe- 
ratur von 20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. Im Einzelnen werden 
gee.gnete Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Maniatis. E.F. Fritsch and J. 
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Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY (1989) beschrieben. 

Die Zellen werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden, 
aufgeschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat 
gewonnen. Die Zellen konnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall, durch hohen 
Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch Einwirkung von Deter- 
genzien, lytischen Enzymen oder organischen Losungsmitteln, durch Homogenisatoren Oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefuhrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfahren er- 
zielt werden, wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q-Sepharose- 
Chromatographie, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie, 
sowie mit anderen ublichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation, Aussalzen, Dialyse 
und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise in Cooper, F. G., 
Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in Scopes, 
R., Protein Purification, Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin beschrieben. 

Vorteilhaft kann es sein, zur Isolierung des rekombinanten Proteins Vektorsysteme oder Oli- 
gonukleotide zu verwenden, die die cDNA urn bestimmte Nukleotidsequenzen verlangern 
und damit fur veranderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodieren, die z.B. einer einfache- 
ren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind beispielsweise als Anker fun- 
gierende sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modifikation o- 
der Epitope, die als Antigene von AntikGrpern erkannt werden konnen (beschrieben zum 
Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor (N.Y.) Press). Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine an einen festen Tra- 
ger, wie z.B. einer Polymermatrix, dienen, die beispielsweise in einer Chromatographiesaule 
eingefullt sein kann, oder an einer Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet 
werden kann. 

Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine verwendet werden. Zur 
Erkennung der Proteine konnen aufierdem ubliche Marker, wie Fluoreszenzfarbstoffe, En- 
zymmarker, die nach Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt bil- 
den, oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit den Ankern zur Derivatisierung 
der Proteine verwendet werden. 
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H. Nichtrekombinante Isolierung erfindungsgemafier Enzyme 

Die isolierung erfindungsgemafier Enzyme erfolgt zweckmaliigerweise aus einer der oben 
beschriebenen naturlichen Quellen (Lactobacillus-Stamme) bzw. aus einem anderen, mit 
Hilfe eines erfindungsgemafien Screeningverfahrens identifizierten, alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimierenden Mikroorganismus. 

Der Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermentiert werden. Die 
Zellen werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden, auf- 
geschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat 
gewonnen. Die Zellen konnen wahlweise durch hochfrequenten Uttraschall, durch hohen 
Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch Einwirkung von Deter- 
genzien, lytischen Enzymen Oder organischen Losungsmitteln, durch Homogenisatoren Oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefiihrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfahren er- 
zielt werden, wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q-Sepharose- 
Chromatographic, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographic, 
sowie mit anderen ublichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation, Aussalzen, Dialyse 
und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise in Cooper, F. G., 
Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York Oder in Scopes, 
R.. Protein Purification, Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin beschrieben. 

I. Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens zur Isomerisierung von alpha - 
hydroxycarbonsauren 

Die Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat konnen im erfindungsgema- 
fien Verfahren als freies Oder immobilisiertes Enzym verwendet werden. 

Das erfindungsgemafte Verfahren wird vorteilhaft bei einer Temperatur im Bereich von 0 °C 
bis 95 °C, bevorzugt von 10 °C bis 85 °C, besonders bevorzugt von 15 °C bis 75 °C, insbe- 
sondere 25 bis 40 °C , durchgefuhrt. 

Der pH-Wert im erfindungsgemafien Verfahren wird vorteilhaft in einem Bereich von pH 4 
bis12. bevorzugt von pH 4,5 bis 9, besonders bevorzugt von pH 5 bis 8 gehalten. 
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Fur das erfindungsgemafie Verfahren konnen wachsende Zelien verwendet werden, die die 
erfindungsgemafien Nukleinsauren, Nukleinsaurekonstrukte oder Vektoren enthaiten. Auch 
ruhende oder aufgeschlossene Zellen konnen verwendet werden. Unter aufgeschlossenen 
Zellen sind beispielsweise Zellen zu verstehen, die uber eine Behandlung mit beispielsweise 
5 Losungsmitteln durchlassig gemacht worden sind, oder Zellen die uber eine Enzymbehand- 
lung, uber eine mechanische Behandlung (z.B. French Press oder Ultraschail) oder uber 
eine sonstige Methode aufgebrochen wurden. Die so erhaltenen Rohextrakte sind fur das 
erfindungsgemafie Verfahren vorteilhaft geeignet. Auch gereinigte oder angereinigte Enzyme 
konnen fur das Verfahren verwendet werden. Ebenfalls geeignet sind immobilisierte Mikroor- 
10 ganismen oder Enzyme, die vorteilhaft in der Reaktion Anwendung finden konnen. 

Werden fur das erfindungsgemafie Verfahren freie Organismen Oder immobilisierte Enzyme 
verwendet, so werden diese vor der Extraktion zweckmafiigerweise abgetrennt, beispiels- 
weise uber eine Filtration oder Zentrifugation. 

15 

Das im erfindungsgemafien Verfahren hergestellte Produkt lasst sich vorteilhaft aus der 
wassrigen Reaktionslosung uber Extraktion oder Destination gewinnen. Die Extraktion kann 
zur Erhohung der Ausbeute mehrfach wiederholt werden. Beispiele fur geeignete Extrakti- 
onsmittel sind ubliche, dem Fachmann gelSufige Losungsmittel, wie Toluol, Methylenchlorid, 
20 Diisopropylether, Benzol, MTBE oder Essigester, ohne darauf beschrankt zu sein. 

Nach Einengen der organischen Phase konnen die Produkte in der Regel in guten chemi- 
schen Reinheiten, das heifit grofier 80 % chemische Reinheit, gewonnen werden. Nach Ex- 
traktion kann die organische Phase mit dem Produkt aber auch nur zum Teil eingeengt wer- 
25 den und das Produkt auskristallisiert werden. Dazu wird die Losung vorteilhaft auf eine Tem- 
peratur von 0 °C bis 10 °C abgekuhlt. Die Kristallisation kann auch direkt aus der organi- 
schen Losung oder aus einer wassrigen Losung erfolgen. Das auskristallisierte Produkt kann 
nochmals im gleichen oder in einem anderen Losungsmittel zur erneuten Kristallisation auf- 
genommen werden und nochmals kristallisiert werden. 

30 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuierlich 
betrieben werden. 

Die Durchfuhrung des Verfahrens kann vorteilhafterweise in Bioreaktoren erfolgen, wie z.B. 
35 beschrieben in Biotechnology, Band 3, 2. Auflage, Rehm et al Hrsg., (1993) insbesondere 
Kapitel II. 
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K. Weitere Anwendungen der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung eroffnet zahlreiche weitere Anwendungsmoglichkeiten der erfin- 
dungsgemaften Isomerisierungsreaktionen. Ohne darauf beschrankt zu sein. seien folgende 
Beispiele genannt: 

a) Racemisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren zur „Ruckfuhrung" des unerwunschten 
Stereoisomers in klassischen Racemattrennungen nach Abtrennung vom gewunschten Pro- 
dukt. Der Vorteil liegt in der sauberen enzymatischen Racemisierungs-Reaktion; chemisch 
katalysierte Racemisierungen verlaufen dagegen meist unter drastischen Reaktionsbedin- 
gungen, die zu Zersetzung. zur Bildung von Nebenprodukten und zu Seitenreaktionen (Eli- 
minierung, etc.) fiihren. (Vgl. auch: Kontrollierte Racemisierung von organischen Verbindun- 
gen: E. J. Ebbers. G. J. A. Ariaans. J. P. M. Houbiers, A. Bruggink. B. Zwanenburg, Tetra- 
hedron, 1997, 53, 9417-9476) 

b) Stufenweise Deracemisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren. Sofern die Racemase 
(z.B. aufgrund der bendtigten Reaktionsbedingungen) nicht direkt mit einem (chemisch oder 
enzymatisch katalysierten) enantioselektiven Schritt im .Eintopfverfahren" eingesetzt werden 
kann. wird die enzymatische Racemisierung nach dem enantioselektiven Schritt ohne Tren- 
nung der enantiomeren Produkte durchgefuhrt. (vgl. analoges Beispiel unter Verwendung 
von Mandelat-Racemase: U. T. Strauss, K. Faber. Tetrahedron: Asymmetry. 1999 10 4079- 
4081). ' 

c) Der ideale Fall einer Anwendung entspricht einer direkten Kombination der Racemase mit 
einem chemo- oder biokatalytischen Schritt im „Eintopfverfahren-. einer sogenannten Dy- 
namischen Racemattrennung". Solche Verfahren sind elegant und extrem effektiv. 

Als Beispiel fur einen enantioselektiven Schritt, der mit einer erfindungsgemafien Razemisie- 
rung kombinierbar ist. waren zu nennen: 

(i) Lipase-katalysierte Veresterung, bzw. Acyl-Transfer-Reaktion (U. T. Strauss, K. Faber, 
Tetrahedron: Asymmetry, 1999, 10, 4079-4081). 

(ii) Lipase- oder Protease-katalysierte Amidbildung. (F. van Rantwijk. M. A. P. J. Hacking. R. 
A. Sheldon, Monatsh. Chem. / Chem. Monthly, 2000, 131, 549-569.) 



Die obige Beschreibung und die nachstehenden Beispiele dienen nur der Verdeutlichung der 
Erfindung. Die fur den Fachmann offensichtlichen. zahlreich moglichen Abwandlungen sind 
erfindungsgemafi ebenfalls umfasst. 
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Experimenteller Teil 

5 A. Allqemeine Anqaben 

1 . Verwendete Gerate und Methoden 

Dunnschichtchromatoqraphie 

10 

Die Umsatzkontrolle der Reaktionen sowie die Reinheitsprufung der Produkte erfolgte mittels 
Dunnschichtchromatographie. Zu diesem Zweck wurde Kieselgel 60 F25 4 auf Alufolie von 
Merck verwendet. Die Detektion erfolgte sowohl durch UV-Licht (254 mm) als auch durch 
Bespruhen mit Molybdatlosung [(NH 4 )6Mo 7 0 24 x 4H 2 0 (100g/l) und Ce(S0 4 ) 2 x 4H 2 0 (4g/l) in 
15 H 2 S0 4 (10%)] und anschlieflendem Erhitzen. 

Saulenchromatoqraphie 

Die Reinigung der Razemisierungprodukte erfolgte saulenchromatographisch. Dazu wurde 
20 Kieselgel der Korngrofie 43-63|jm von der Firma Merck als stationare Phase verwendet. Als 
Eluationsmittel dienten Gemische aus Benzin (B) und Essigsaureethylester (EE) P wobei die 
Zusammensetzung dem jeweiligen Trennungsproblem angepasst wurde. Die Trennung er- 
folgte unter erhohtem Druck. 

25 Gaschromatoqraphie 

Die gaschromatigraphische Trennung der Razemisierungsprodukte wurde mit einem Varian 
Gaschromotographen 3800 - Split/Splitless Injektor (FfD) - durchgefuhrt. Als Saule diente 
eine Chirasil-DEX, Chrompack, Permethyl-fi-cyclodextrin, chemisch gebunden, 25m x 
30 0.32mm x 0.25 pm, H 2 . Beispiele geeigneter Trennbedingungen sind in folgender Tabelle 1 
angegeben. 



Tabelle 1 : Trennung von Enantiomeren am chiralen GC 



Verbindung 


Saulenvordruck 


Temperaturprogramm 


Retentionszeit 




[psi] 


I'C) 


[min] 


Lactat 


12 


45°C 


4,6 (R) 








6.0 (S) 
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Phenyllactat 


12 


125°C 


7,5 (R) 








8,5 (S) 


4-Fluorphenyllactat 


12 


80°C/0-5°C/min 


12,0 (R) 






170°C 


12,5 (S) 



NMR 

1 H- und 13 C-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker 360- bzw. 500 MHz aufgenommen, die 
5 chemischen Verschiebungen sind in ppm (£-Skala) angegeben, als interner Standard wurde 
Tetramethylsilan (TMS) verwendet. 

HPLC 

) 

10 Die Bestimrnungen des e.e. Werts erfolgten uber ein HPLC-System von JASCO mit Pumpen 
vom Typ PU-980 und einem UV-Detektor MD 910. Fur die Trennung wurde eine DAICEL 
Chiralpack AD (0.46 cm x 25 cm) Saule venA/endet. 

Schmelzpunkte 

15 

Die Schmelzpunkte wurden mit einem MPD 350.BML.5 der Firma GALLENKAMP bestimmt. 
2, Mikrobioloqische Methoden und Materialien 

20 

j 2.1 Anzucht der Kulturen 

Bakterienstamme 

25 Tabelle 2 enthalt eine Aufstellung der untersuchten Stamme, deren Aufzuchtbedingungen 
und Hinterlegungsnummern. 



Tabelle 2: Wachstumsbedingungen untersuchter Bakterienstamme 



Stamm 


DSM Nummer 


Medium 


Temperatur 


L. haloferax volcanii 


5176 


372 


37°C 


L. haloarcula 
vallismortis 


3756 


372 


37°C 
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L. paracasei 


20008 


11 


30°C 


L. paracasei 


20207 


11 


30°C 


L. paracase 


2649 


11 


30°C 


L. acidophilus 


20079 




30°C 


L. brevis 


20054 




30°C 


L. piscicola 


20722 


92 ' 


30°C 


L. halotolerans 


20190 


11 


30°C 


L. confusus 


20196 


11 


30°C 


L. acetotolerans 


20749 


231 


30°C 


L. delbrueckii ssp. 
delbrueckii 


20074 




37°C 


L. kandleri 


20593 


11 


30°C 


L. fructosus 


20349 


11 


30°C 


L. farciminis 


20184 


11 


30°C 


L. gasseri 


20243 


11 


37°C 


L. alimentarius 


20249 




30"C 


L. jensenii 


20557 




37°C 


L. curvatus 


20010 




30°C 


L. sakei ssp. sakei 


20017 




30°C 


L. oris 


4864 




37°C 



Stammhaltunq 

Die Stammhaltung erfolgte durch Einfrieren derZellen in speziellen GefrierlOsungen. Dazu 
5 wurde die Kultur in sterile Zentrifugenbecher uberfuhrt, 30 min bei 8000 rpm und 4°C zentri- 
fugiert und die uberstehende Losung abdekantiert. Anschlieliend wurden die Zelfen in Ge- 
frierlosung aufgeschlemmt, in sterile Vials uberfuhrt und bei -70°C aufbewahrt. Als Gefrier- 
Losung wurde entweder eine Losung von 20 Vol.-% DMSO und 0JGew.-% NaCI in H 2 0 (Fa. 
Solkner) oder Glycerin mit 5 Vol.-%, H 2 0 (Fa. Weigers) venwendet 

10 Anzucht der Stamme 

Das Wachstum der Kulturen erfolgte in 1000 ml Erlenmeyerkolben im Trockenschrank bei 
30°C bzw. 37°C 0*e nach Bakterienstamm). Zunachst wurde furjeden Bakterienstamm je- 
weils 1 Liter des betreffenden sterilen Mediums auf vier Kolben aufgetei/t und mit je 500 pi 
15 der zuvor aufgetauten ZelllcJsung beimpft. Alle sterilen Arbeitsschritte wurden im Laminarflow 
(Heraeus n Herasafe u , Typ HS9) durchgefuhrt. 
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Nach einer Wachstumsphase von 3 bis 15 Tagen, je nach Bakterienstamm. wurden die Zel- 
len geerntet. Dazu wurde die Kultur in Zentrifugenbecher uberfuhrt, 20 min bei 8000 rpm und 
4°C zentrifugiert und der Oberstand abdekantiert. Zum Waschen wurden die Zellen mit etwa 
40 ml Puffer (50mM Bis-Tris, 0.01 M MgCI 2 . pH = 6) aufgeschlemmt und wiederum 20 min 
zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde zweimal durchgefuhrt. Anschliefiend wurden die Zel- 
len erneut mit wenig Puffer aufgeschlemmt, in einem Rundkolben uberfuhrt und schockgefro- 
ren. Dies erfolgte durch Schwenken des Kolbens in einem mit flussigem Stickstoff gefullten 
Dewar-Gefaft. Die Gefriertrocknung wurde mit einem Lyophilisator der Firma Braun (..Christ 
Alpha 1-4") durchgefuhrt. Die lyophilisierten Zellen wurden in Glasflaschen gefiillt und bis zur 
ihrer Verwendung im Kuhlschrank aufbewahrt. 

2.2 Nahrmedien und Sterilisation 

Zur Anzucht der Mikroorganismen wurden die fur die jeweiligen Bakterienstamme empfohle- 
nen Nahrmedien verwendet. Diese wurden vor dem Beimpfen durch Autoklavieren (Vari- 
oklav-Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, Munchen) bei 121°C und 1 bar Oberdruck 
sterilisiert. 



Medium 1 1 

Medium 1 1 wurde als Nahrmedium fur folgende Bakterienstamme verwendet: 

L. paracasei, L. acidophilus, L. brevis. L. halotolerans, L, confusus, L. farciminis, L. gasseri, 

L. alimentarius, L.jensenii, L. delbrueckii, L. curvatus, L. sakei ssp.sakei, L. kandeleri und L. 

fructosus. 

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung des Mediums angegeben. Urn eine mbgliche Maillard- 
Reaktion sowie ein Ausfallen der Salze zu verhindern. wurden die Medienbestandteile ge- 
trennt sterilisiert und erst nach der Sterilisation vereinigt. Die Maillard-Reaktion tritt auf, wenn 
Verbindungen wie reduzierende Zucker mit Aminosauren bzw. Proteinen reagieren. und ver- 
ursacht eine dunkle Farbung des Mediums. 



Tabelle 3: Zusammensetzung des Mediums 1 1 



Substanz 


Konzentration [g/l] 


Casein Pepton (Fa. Oxoid) 


10,00 


Pepton (Fa. Oxoid) 


10,00 
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Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 


5.00 


Glukose 


20,00 


K 2 HP0 4 


2,00 


Natriumacetat Trihydrat 


8,00 


Ammoniumcitrat 


2,00 


MgSO* x 7 H z O 


0,20 


MnS0 4 x H 2 0 


0,05 


Tween 80 


1.00 



Medium 231 

Fur L acetotolerans wurde Medium 231 verwendet, welches sich nur im pH-Wert von Medi- 
5 um 1 1 unterscheidet Die in Tabelle 3 angefiihrten Bestandteile wurden bereits vor dem Ste- 
rilisieren vereinigt und der pH auf 5.2 eingestellt. 

Medium 92 

10 Medium 92 wurde fur L. piscicola verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 4 ange- 
geben. 
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Mediums 92 



10 



Substanz 


Konzentration [g/l] 


Sojaextrakt tryptisch aufgeschlossen (Fa. 
Oxoid) 


30,00 


Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 


3,00 


Medium 372 

Medium 372 wurde fur die Stamme Haloferax voicanii und Haloarcula vallismortis verwendet. 
Tabelle 5: Zusammensetzung des Medium 372 


Substanz 


Konzentration [g/l] 


Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 


5.00 


Casaminosauren (Fa. Oxoid) 


5.00 


Natriumglutamat (Fa. Oxoid) 


1.00 


KCI 


2.00 


Natriumcitrat 


3.00 


MgS0 4 x 7 H 2 0 


20.00 


NaCI 


200.00 


FeCI 2 x 4 H 2 0 


0,036 


MnCI 2 x4 H 2 0 


0.00036 



15 
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Beispiel 1: Synthese von Substraten und Referenzmaterial 

5 a) Darstellung von enantiomerenreinem 2-Hvdroxv-3-phenvlpropionat 

Ansatz: 1 g enantiomerenreines Phenylalanin (6,05 mmol) wird in 12 ml H 2 S0 4 (1M) gelost. 
Unter Eiskuhlung werden 1,66 g (24 mmol) NaN0 2 portionsweise zugegeben. Nach der Zu- 
gabe wird die Kuhlung entfernt und der Ansatz bei Raumtemperatur uber Nacht weiterge- 
10 ruhrt. 

Aufarbeitung: Die wassrige Losung wird dreimal mit je 4 ml Ethylether extrahiert, die organi- 
sche Phase wird mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen und die Kochsalzl&sung einmal 
mit Ethylether ruckextrahiert. Die gesammelte organische Phase wird iiber Na 2 S0 4 getrock- 
15 net und das Losungsmittel mit Rotavapor entfernt. Der gelbe, 6lige Ruckstand wird mit 2 ml 
Hexan versetzt und durch Ankratzen mit einem Glasstab zur Kristallisation gebracht. Es bil- 
det sich ein Niederschlag von weifien Kristallen. Die Kristalle werden dreimal mit etwa 2 ml 
Hexan gewaschen und das restliche Losungsmittel abrotiert. 

20 Drehwerte (Literatur): (SJ-Phenyllactat: [a]= D 25 = -20,8 (c = 2, H 2 0) 

<7?J-Phenyllactat: [a]= D 25 = +20,9 (c = 2,3 H 2 0) 

b) Darstellung von rac-4-Fluor-phenvllactat rac-3 

25 Ansatz : 400 mg (2.2 mmol) rac-4-Fluor-phenylalanin, 670 mg (9,7 mmol) NaN0 2 in 4,8 ml 
H 2 SO(1M). 

Ausbeute : 197 mg (49.0 %), weifie Kristalle 

1 H-NMR : (360 MHz, CDCI 3 ) 6 = 2,97 (1H, dd, J, = 7,2 Hz, J 2 = 14,4 Hz, CH 2 ); 3 t 17 (1H, dd, 
J 1 = 3,6 Hz, J 2 = 14,4 Hz, CH 2 ); 4,49 (1H,dd, J, = 3,6 Hz, J 2 = 6,1 Hz, CH-OH); 6,98 - 7,02 
30 (2H, m, Ar); 7,20 - 7,28 (2H, m, Ar). 

13 C-NMR : (90 MHz, CDCI 3 ) 6 = 39,2 (CH 2 ); 70,9 (CH-OH); 1 15,3 (d, J = 21,6 Hz, Ar-m); 
130,9 (d, J = 21,6 Hz, Ar-o); 131,6 (d, J = 3,6 Hz, Ar-i); 162,1 (d, J = 243,9 Hz, Ar-p); 178,1 
(COOH). 

PC-Daten : LM:EE; R F = 0,35 
35 Schmelzpunkt : 73°C 

c) Darstellung von fS)-4-Fluor-phenyllactat (S)-3 

Ansatz : 452 mg (2,5 mmol) (SJ-4-Fluor-phenylalanin, 750 mg (10,9 mmol) NaN0 2 in 5,4 ml 
40 H 2 S0 4 (1M). 

Ausbeute : 330 mg (72,5 %), weifie Kristalle 
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1 H-NMR : siehe rac-4-Fluor-phenyllactat 
13 C-NMR : siehe rac-4-Fiuor-phenyllactat 
DC-Paten : LM:EE, R F = 0,35 
Schmelzpunkt 69°C 

5 

Die Synthese der Verbindungen 
(SM+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaue 
(S)-(-)-2-Hydroxy-4-methylpentansaure 
(S)-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 
- 1 0 (S)-2-Hydroxy-3-phenylpropansaure 

erfolgte in analoger Weise zu Beispiel 1 ausgehend von den korrespondierenden, kauflich 
erhaltlichen enantiomerenreinen Aminosauren. 



15 Beispiel 2: Screening nach Racemase-Aktivitat 

Um einen ersten Anhaltspunkt bezuglich der Racemisierung-Aktivitat der Mikroorganismen 
zu erhalten, wurde untersucht, ob diese eine Racemisierung des (naturlichen) Substrats (S)- 
Lactat 1 und/oder der (nicht-naturlichen) Substrate (S>Phenyllactat 2 sowie (S)-4- 
20 Fluorphenyllactat 3 zeigen. 

Fur das Screening wurden ca. 10 mg lyophilisierte Zellen in einer Eppendorffiole in 900 pi 
Bis-Tris-Puffer (50 mM Bis-Tris, pH = 6) eine Stunde bei 42 Q C und 150 rpm rehydratisiert. 
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von je 10 mg Substrat, welches zuvor in 100 /il Puffer ge- 
25 lost und mit NaOH auf pH 6-7 eingestellt wurde. Die Ansatze wurden im Schuttelschrank bei 
42°C und 150 rpm inkubiert. Parallel zu jedem Ansatz wurde ein Blindwert gemessen, wobei 
identische Reaktionsbedingungen ohne Zusatz von Zellen eingehalten wurden. Da die Kon- 
trollversuche in alien Fallen negativ ausfielen, kann eine spontane Racemisierung bei gege- 
benen Reaktionsbedingungen ausgeschlossen werden. 

30 

Nach ein bzw. zwei Tagen im Schuttelschrank wurden die Eppendorffiolen 5 Minuten lang 
bei 13000 rmp zentrifugiert und anschliefiend je 400 /it der uberstehenden Losung entnom- 
men. Die Losung wurde zweimal mit je 600 /il EE ausgeschuttelt, die organischen Phasen 
vereinigt, uber Na 2 S0 4 getrocknet und das Losungsmittel abrotiert. Um eine Trennung der 
35 beiden Enantiomere uber eine chirale Saule zu erreichen, mussten alle untersuchten Verbin- 
dungen derivatisiert werden. Zu diesem Zweck wurde jede Probe mit 500 /yl BF 3 -Methanol 
versetzt, 10 min bei 60°C geschuttelt und mit 1 ml CH 2 CI 2 ausgeschuttelt. Die organische 
Phase wurde uber Na 2 S0 4 getrocknet und auf eine Volumen von ca. 100 eingeengt. 

40 Eine Razemsierungs-Reaktion gait als negativ (-), wenn der Enantiomerenuberschuss nach 
2 Tagen > 95% war, Enantiomerenuberschusse < 20% wurden als positiv (+) bewertet. Alle 
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Ubrigen erhielten die Bewertung (~). Die Ergebnisse des Screenings sind in Tabelle 6 zu- 
sammengefasst. 



Tabelle 6: Ergebnisse des Aktivitatsscreenings 



Mikroorganismus 


DSM 
Nummer 


Substrat 




(S)-2 


(S)-3 


L paracasei 


20008 


+ 


+ 


+ 


L. paracasei 


20207 


+ 




+ 


L. paracasei 


2649 


- 


+ 


+ 


L. acidophilus 


20079 


n.b. 


- 


- 


L. brevis 


20054 


+ 


- 


- 


L. piscicola (L 
carnis) 


20722 


n.b. 


- 




L. halotolerans 


20190 


+ 






L. confusus 


20196 








L. acetotolerans 


20749 


+ 






L. delbrueckii 


20074 


+ 


+ 


+ 


L. kandleri 


20593 


n.b. 






L. fructosus 


20349 








L. fare/minis 


20184 








L. gasseri 


20243 


n.b. 






L. alimentarius 


20249 


+ 






L. jensenii 


20557 


+ 






L. haiofax volcanii 


5176 


n.b. 






L. haloarcula vallis- 
mortis 


3756 


n.b. 







+ = gute Aktivitat - = keine Aktivitat - = maftige Aktivitat n.b. = nicht bestimmt 
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Beispiel 3: Bestimmung der Enantiomerenuberschusse mit verschiedenen Substra- 
ten 

5 Bei der Bestimmung der Enantiomerenuberschusse wurde wie in Beispiel 2 verfahren. Ledig- 
lich die Menge der eingesetzten Zellen wurde auf 50 mg reduziert. 

a) Versuche mit L-M-3-Phenvlmilchsaure als Substrat 

- 10 Zunachst wurden 50 mg lyophiliserte Zellen mit 1 ml BisTris- Puffer (50 mM, pH6) versetzt 
und 1 h am Schuttler bei 42°C und 150 rpm rehydratisiert. Anschliefiend wurden jeweils 5 
mg Substrat gelost in 100 pi Puffer zugesetzt und im Schuttelschrank (30°C, 150 rpm) inku- 
biert. Alle Proben wurden jeweils nach 24 bzw. 48 Stunden mittels chiralem GC vermessen. 
Um eine Trennung der Enantiomere am GC zu erzielen, mussten die Proben derivatisiert 
15 werden. 

Die Derivatisierung erfolgte mit BF 3 -Methanol (vgl. oben) Oder mit Trifluoressigsaurean- 
hydrid. Fur die Derivatisierung mit Trifluoressigsaureanhydrid wurden 5mg 3- 
Phenylmilchsaure in 500jil CH 2 CI 2 gelost, mit 5 Tropfen Trifluoressigsaureanhydrid versetzt, 
20 1 min bei Raumtemperatur geschuttelt. anschliefiend mit ca. 500jal H 2 0 versetzt. Die organi- 
sche Phase wird mit Na 2 S0 4 getrocknet, danach erfolgt die Vermessung am GC auf chiraler 
Saule. 

Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte nach folgenden Formeln: 

25 

e.e. [%]: (R-S)/(R+S) x 100 

\ Umsatz [%]:R/(R+S) x 100 

30 Racemisierung [%]: 2R/(R+S) x 100 

Neben dem Stamm Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20008 konnten die fol- 
genden vier weiteren Stamme mit guter bzw. ausgezeichneter Racemaseaktivitat bezuglich 
L-(-)-3-Phenylmilchsaure gefunden werden 

35 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 2649 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20207 
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii DSM 2649 
Lactobacillus oris DSM 4864 
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Die Ergebnisse fur obige Stamme sind in folgender Tabelle 7, aufgeschlusselt nach Kultivie- 
rungsbedingungen (Schiittler Oder Trockenschrank; Argon oder Luft-Atmosphare) und Kulti- 
vierungsdauer, zusammenfasst 
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Um festzustellen, ob die beobachtete Racemase-Aktivitat mit einer Lactat-Racemase- 
Aktivitat korrelliert, wurde mit den Stammen, die gute bis sehr gute Aktivitat mit L-(-)-3- 
Phenylmilchsaure zeigten, das naturliche Substrat L-(+)-Milchsaure umgesetzt. 

5 Es zeigte sich, dass bei der Umsetzung des naturlichen Substrates L-(+)-Milchsaure 
mit den Stammen DSM 20207, 20074 und 20008 bereits nach 24 Stunden eine 
100%ige Racemisierung zu detektieren war. 

Im Falle des Stammes DSM 2649 konnte kein Umsatz erzielt werden. 

10 

b) Versuche mit verschiedenen weiteren Alkyl-Substraten 

Als Substrate wurden verwendet: 

1 5 fSM+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure (C 5 H 10 O 3 ) 
(SJ-(-)-2-Hyd roxy isocapronsaure (C 6 H , 2 0 3 ) 

Beide Substrate wurden mit alien Stammen umgesetzt. Es wurde jeweils nach 24 
Stunden und nach 48 Stunden der Racemisierungsgrad mittels GC vermessen. 

20 

Im Falle von ( r s;-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure zeigt nur der Stamm DSM 20207 
Aktivitat. Gegenuber dem Substrat (SH-)-2-Hydroxyisocapronsaure zeigten insgesamt 
5 Stamme Racemisierungsaktivitat. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8 und 9 zu- 
sammengefasst. 

25 

Tabelle 8: Screening mit fSX+J^-Hydroxy-S-methylbutansaure 



Stamm 


24 Stunden 


48 Stunden 




e.e 


Umsatz 


Racem. 


e.e. 


Umsatz 


Racem. 




[%] 


[%] 


[%] 


(%] 


[%] 


[%] 


DSM 20207 


86 


7 


14 


73 


14 


27 



30 



35 
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Tabelle 9: Screening mit (SH-^-Hydroxyisocapronsaure 
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Stamm 


24 Stunden 


48 Stunden 


e.e 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racem. 
[%] 


e.e. 
[%] 


Umsatz 
(%] 


Racem. 
[%] 


UoM 2o49 


88 


6 


12 


75 


12 


25 


DSM 20008 


85 


7 


15 


82 


9 


18 


DSM 20207 


94 


3 


6 


73 


14 


17 


DSM 20074 


94 


3 


6 


93 


4 


7 


DSM 20017 


86 


7 


14 


89 


10 


20 



Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wieder die gleichen Stamme Aktivitat 
5 zeigten, die auch gegenuber L-(-)-3-Phenylmilchsaure aktiv waren. 

c) Versuche mit (S;-2-Hydroxy-4-phenylbutters£ure 

Es wurde jeweils nach 24 Stunden und nach 48 Stunden der Racemisierungsgrad mit- 
10 tels HPLC vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 



Tabelle 10: Screening mit (Sj-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 



Stamm 


24 Stunden 




e.e 


1 Umsatz 


Racem. 




[%] 


[%I 


[%] 


DSM 2649 


6 


47 


94 


DSM 20054 


90 


5 


10 


DSM 20190 


70 


15 


30 


DSM 20008 


25 


38 


75 


DSM 20207 


3 


48 


97 


DSM 20749 


48 


26 


52 



15 
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lm Zusammenhang mit vorliegender Erfindung wurden die folgenden dffentlich zugang- 
lichen Mikroorganismenstamme der DSMZ nach den Bestimmungen des Budapester 
Vertrags am 1 1 . Juli 2003 erneut hinterlegt. 



DSM-Nummer 


Hinterlegungsnummer 


20207 


DSM 15755 


20074 


DSM 15754 


20017 


DSM 15753 


4864 


DSM 15752 


2649 


DSM 15751 
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1. 

5 
10 



15 



20 

2. 



i 

25 

3. 



30 4. 



Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren 
der Forrnel I 



worin 

R fur geradkettiges oder verzweigtes Niedrigalkyl oder Niedrigalkenyl oder - 
(CH 2 ) n -Cyc steht, worin n fur einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4 steht und Cyc 
fur einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituierten. ein- oder zweikerni- 
gen carbo- oder heterocyclischen Ring steht, 

wobei man ein Substrat, enthaltend im wesentlichen eine erste stereoisomere 
Form einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Formel (I), mit Hilfe eines Enzyms mit 
aipha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat isomerisiert und gegebenenfalls 
das dabei gebildete Isomerengemisch oder ein gebildetes zweites Stereoisomer 
isoliert, oder ein gebildetes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsgleichge- 
wicht entfernt. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die enzymatische Isomerisierung durch Um- 
setzung des Substrats mit gereinigtem Enzym, einem enzymhaltigen Zellextrakt 
oder in Gegenwart ganzer Zellen, welche wenigstens ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Enzym mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat aus Mikroorganismen der Gat- 
tung Lactobacillus oder Lactococcus isolierbar ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 t wobei die Umsetzung in Gegen- 
wart ganzer Zellen von Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus oder Lacto- 
coccus, oder ganzer Zellen eines rekombinanten Mikroorganismus, welche al- 
pha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4 wobei der Mikroorganismus ausgewahlt ist unter L 
paracasei, L delbrueckii , L sakeiund L oris. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Mikroorganismus ausgewahlt ist unter 
5 den Stammen L paracasei DSM 20207 (DSM 15755) und DSM 2649 (DSM 

15751), L. delbrueckii DSM20074 (DSM 15754), L sakei DSM 20017 (DSM 
15753 und L oris DSM 4864 (DSM 15752). 



7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Enzym eine 
10 Lactat-Racemase ist, welche wenigstens eine weitere alpha- 

Hydroxycarbonsaure der Formel I isomerisiert. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche wobei das Enzym wenigs- 
tens eine Verbindung ausgewahlt unter Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2- 

15 Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4-methylpentancarbonsaure, 2- 

Hydroxy-3-methylbuttersaure isomerisiert. 

9. Screeningverfahren fur Mikroorganismen welche ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, wobei man einen Mikro- 

20 organismus in welchem man die Racemase-Aktivitat vermutet in Gegenwart ei- 

nes Substrats, enthaltend im wesentlichen eine stereoisomere Form einer alpha- 
Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I, kultiviert und das Reaktionsmedium 
auf Racemisierung des Substrats untersucht. 

25 10. Screeningverfahren nach Anspruch 9, wobei man Mikroorganismen gemaft der 
Definition in einem der Anspruche 4 und 5 screent. 



1 1 . Screeningverfahren nach einem der Anspruche 9 und 10, wobei man auf solche 
Mikroorganismen screent, welche das im wesentlichen stereoisomere Substrat 
30 zu 1 bis 100% racemisieren. 



12. alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, erhaltlich durch Kultivierung eines in ei- 
nem Screeningverfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11 positiv auf Race- 
mase-Aktivitat getesteten Mikroorganismus und Isolierung der alpha- 
35 Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 

M/44162 
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13. alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 12, welche wenigstens 
eine alpha-Hydroxycarbonsaure der obigen Forrnel I zu 1 bis 100%, vorzugswei- 
se 20 bis 100 %, insbesondere 50 bis 100 % racemisiert. 

5 

14. Nukleinsauresequenz, kodierend fur wenigstens eine alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 12 Oder 13. 



15. Expressionsvektor, enthaltend eine kodierende Nukleinsauresequenz nach An- 
10 spruch 14 operativ verknupft mit wenigsten einer regulativen Nukleinsaurese- 
quenz. 

16. Rekombinanter prokaryotischer oder eukaryotischer Mikroorganismus, enthal- 
tend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemaft Anspruch 14 oder wenigs- 

15 tens einen Expressionsvektor gemaft Anspruch 15. 

1 7. Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat, wobei man einen rekombinanten Mikroorganismus nach 
Anspruch 16 kultiviert und das Protein aus der Kultur isoliert. 

20 

18. Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat, wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten 
Mikroorganismus aufschliefit, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit 
der gewunschten Enzymaktivitat isoliert. 

25 

1 9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei man aus dem gebildeten 
Isomerengemisch das gewunschte Stereoisomer im Wesentlichen entfemt und 
den Ruckstand erneut einer Isomerisierung unterzieht. 

30 20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei man das gebildete Isome- 
rengemisch einer chemischen oder enzymatischen stereoselektiven Folgereakti- 
on unterzieht und das anfallende Reaktionsgemisch erneut einer Isomerisierung 
unterzieht. 



M/44162 



WO 2004/111257 PCT/EP2004/006564 
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21 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Isomerisierungsreaktion 
mit einer chemischen Oder enzymatischen, enantioselektiven Foigereaktion kop- 
pelt % wobei das gewunschte gebildete Stereoisomer der alpha- 
Hydroxycarbonsaure aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 20 und 21 , wobei die chemische oder en- 
zymatische, enantioselektive Foigereaktion ausgewahlt ist unter einer Vereste- 
rung und einer Amidierung der alpha-Hydroxycarbonsaure. 
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BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
-6-7Q56-fcudwigshafen= 



FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHRQ4. 



TKfTFW MAHONA L Fg FOR jffll ATT 



PCT/EP2004/006564 

Mikroorganismen und 
_ Zelikulturen GmbH 



REC ' D I 5 JUL 2004 



? 7- Jum 2004 

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 



zausgcstellt gcmafl JUj 
INTERN ATIOK " ~ 



fALEN HINT! 



nwTrtrr unieri nngegebfencnl 



HINTERLEGUNGSSTELLE 




• u i-* 



L KENNZEICHNUNG DES MKROORGANISMUS 



Voro HINTERLEGER zugeteiltes Bczugszeichen: 

DSM No. 2649 



Von do- INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15751 



IL WISSENSCHAFTUCHE BESCHREEBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm unter L bczcichnetcn Mikroorganismus wurdc 

( ) cine wisseoschaftliche Beschreibung 

( x ) eine vorgeschlagcnc taxonomische Bezeichnung 

eingercichL 

(Zutreffcndes ankreuzen). 



HL EINGANG UND ANN AHME 



Dicsc Internationale Hinterlcgungsstelle nimmt den unter 1 bezeichneten Mikroorganismus an, der bei ihr am 2003-07- 1 1 
hinterlegung) 1 eingegangeo ist 



(Datum der Ersi- 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dicscr Internarionalen Hinterlcgungsstelle am 

hinterlegung) und em Antrag auf Umwandlung dieser Erstbintcrlcgung in eine Hinterlegung gemafi Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



eingegangen (Datum der Erst- 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELUCULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(cn) der zur Vcrtrctuog der internauonalen Hinterlcgungsstelle 
befugtcn Persoa(en) Oder des (der) von ihr ermachtigten Bedims teten: 



Datum: 2003-07-16 



1 Fails Rcgel 6.4 Buchstabe d zunifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dcm der Status einer intcrnationalen Hinterlcgungsstelle erworben worden ist. 
Formblart DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 12/2001 



FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 

jViiKrooryanismenuno 
Zellkulturen GmbH 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
~67056-Ludw igshafen- 



-INTERNA-TJONALFORM- 



£PO - Munich 

73- ~ 

12 Jum 2004 



R£(^IBrJt 4SHE .CASEOF-ANORlG{NAL^DEPOSIT~ 

-iS5ued-purBuant-to-£ule-7rl--by-the- 



INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 2649 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15751 



H. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 



( ) a scientific description 

( x ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



HL RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 2003-07-1 1 
(Date of the original deposit)* . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 

for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Maschcroder Weg lb 

D-38I24 Braunschweig 



Signatures) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofTicial(s): 



Date: 2003-07-16 



* Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of intemarional depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 



AINC.KiVC.iNJN U IV<j UCK MlfN 1 fctU-CUUINU VUIN MUU<.UUKUAJNlilVltM 

FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTER NATIONALES FOR MB T ATT 



PCT/EP2004/006564 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



EPO - Munich 

73 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
J 6.705-6Xudwi g sbaf eiL 



I Juni 2004 



nZEBENSFAHIGKETTSBESCHEtNIGUNG 

ausgestellt gcmafi Regel 10.2 von der unceo angegebenen 
CNTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEGER 


IL KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


N.«ne: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
670S6 Ludwigshafen 

Anschrift: 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15751 
Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung 1 : 

2003-07-11 


DL LEBENSFAHIGKEITSB ESCHEINIGUNG 


Die Lebenstahigkeit des unter II genanntcn Mikroorgauisraus ist am 2003-07-14 * gepruft word en. 
Zu diesem Zeitpunkt war dcr Mikroorganismus 


( X)' lebensfahig 

( y nicht mehr lebensfahig 




IV. BEDENGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST* 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ -DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH j 

Anschrift: Mascheroder Weg !b 

DO 8 124 Braunschweig i 


Unterscbrift(en) der zur Vertretung der internal! onalen Hinteriegungsstcllc 
befugteo Person(en) odcr des (der) von ihr ermacbtigten Bcdiensteten: 

Datum: 2003-07-16 



1 



Angabe des Daturas der Ersthinterlegung. Wenn cine eraeute HinterleguDg oder cine Weiterleitung vorgenommen word en ist, Angabe des Darums der 
jeweils letzten emeu ten Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in RegeJ 1 0.2 Bucbstabe a Ziffer ii und in vorgesebenen Fallen Angabe der letzten Lebcxisfabigkeitspruiung. 
ZutrefTcndes ankreuzen. 

Ausfullen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prufung negativ waxen. 



Formblan DSMZ-BP/9 (einzige Seite) 12/2001 



FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 

Mikraorganismen und 
Zeilkulturen GmbH 



-INTERNATIONAL FORM. 



BASF AG 
Cari-Bosch-Str. 38 
-63Q56rLudwigshafe 



£PO - Munich 
73 

1 Z Juni 2004 



"VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule 1 0.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


0. EDENTTFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15751 

Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 



m VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2003-07-14 
On that date, the said microorganism was 



( x y viable 

( y do longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Wcg lb 

D-38124 Braunschweig 



Signatures) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 



Date: 2003-07-16 



• Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date 
of the transfer). 

2 In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 

5 Mark with a cross the applicable box. 

* Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12^2001 



ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MDCROORGAN1SMEN 
FOR DDE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



PCI7EP2004/006564 



ueuiscne s>ammtung von 
Mikroorganismen und 
ZeHkutturen GmbH 

^1 



EPO- 



"INTERNA IIONALE^FOKMBDOT' 



?3 Unich 



17. 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



Ju ni 2004 



-6705^-fcudwigshafen- 



rEMPFAN GSBEST ATIGUNa BEfcERSTHINTERI^GUNG— 

ausgeslellfgeraalTRegel 7. 1 V0o~derTOtefrangegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L KENNZEICHNUNG DES M IKROORGANISMUS 



Vora HtNTERLEGER zugetciltes Bezugszeichen: 

DSM No 4864 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15752 



A. WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE B EZEICHNUNG 



Mit dcm unter L bezeichnetcn M ikroorganismus wurde 

( ) cine wissenschafUicbe Beschreibung 

( x ) cine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 

eingercicbL 

(Zutreffendes ankreuzen). 



HL EENGANG UND ANNAHME 



Diesc intcmationale Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten M ikroorganismus an, der bei ihx am 2003-07- 1 1 (Datum der Erst- 

hinterleguflg)' eingegangen ist 



IV. EDMGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichnete M ikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am 

hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinteriegung in cine Hinterlegung gemafl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



eingegangen (Datum dcr Erst- 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Maschcroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Untcrschrift(en) dcr zur Vertretung der internationalen Himcrlegungss telle 
berugten Person(en) oder des (der) von ihr crmachtigten Bedienstetcn: 

Datum: 2003-07-16 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dcm der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist. 
Formblart DSMZ-BP/4 (einzige Seitc) 12/2001 



PCT/EP2004/006564 

RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS Deutsche Sammlung von 

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE Mikroorganismen und ^ 

ZellKulturen GmbH 



— ~~ INTERNATIONAL FORM : : EPO.. Munich" 

73 

BASF AG 1 1 junj 2004 

Carl-Bosch-Str. 38 



issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No 4864 



A ccess ion number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15752 



D. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 



( ) a scientific description 

( x ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



m. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This Internationa! Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 200V07- 1 1 
Pate of the original deposit) 1 . ' u/ u 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 

for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 

Date: 2003-07-16 



' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSM2-BP/4 (sole page) 12/2001 



ANERKENNUNG DER HD^RLeGUNG VON MKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



PCT/EP2004/006564 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



EPO - Munich 
73 



TNTEKNATlONAtES'FORMBhA'FP- 



1 Z Juni 2004 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



LEBENSFAH1GKEITSBESCHEIN1GUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10.2 von dcr untcn angcgebcnco 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


H KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


BASF AG 

Name: 

Carl-Bosch-Str. 38 


Vera der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 


67056 Ludwigshafen 

Anschrift: 


DSM 15752 

Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung 1 : 

2003-07-11 


EL LEBENSFAHIGKE1TSBESCHEINTGUNG 


Die Lcbcnsfahigkcit des unter 0 genannten Mikroorganismus ist am 2003-07- 1 4 1 gepriift worden. 
Zu diesem Zcitpunkt war der Mikroorganismus 


( X)' lebcnsfahig 




( y nicbt mehr lebcnsfahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST* 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterscbrift(en) dcr zur Vcrtretung der interoationaleD Hioterlegungsstelle 
befugten Pcrson(en) odcr des (der) von ibr ermachtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38I24 Braunschweig 


Datum: 2003-07-16 



Angabe des Darums der Ersihintericgung. Wenn cine emeute Hinterlegung odcr cine Weitcrieitimg vorgenommcn worden ist, Angabe des Datums dcr 

jeweils letztcn cmeuicn Hinterlegung oder Weiterleitung- . . . 

In den in Regei 10.2 Buchstabe a ZifTer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letztcn Lcbcnsfahugkcitspnifung. 

ZutrefTendes an km 1 7m. 

Ausfullcn, wenn die Angabcn bcantragt worden sind und wenn die Ergebnissc der Pruning neganv warm. 



Formblan DSMZ-BP/9 (cinzige Scitc) 12/2001 



RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



♦ 
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BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
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1 1 Junj 2004 



r67056iLudwigshaferr: 



VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


DL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15752 

Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


HL VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under U above was tested on 2003-07- 1 4 
On that date, the said microorganism was 



( x y viable 

( )' no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 






Date: 2003-07-16 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the dcw deposit 

of the transfer). . 
1 In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test- 

1 Mark with a cross the applicable box. 

* Fill in if the information has been requested and if the results of the test were ncganve. 

Form DSM2-BP/9 (sole page) 12/2001 



FOR DIE ZWECKE VON P ATENTVERFAHREN 



PCT/EP2004/006564 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



-INTERNATIONAJbES-FORNffltATT-- 



£PO - Munich 

73 



^ Z Juni 2004 



ENttFANGSBKTATIGl^ 



-aussestcll t^emaB- Rcgcl 7. 1 vou dei ui itgn-angegcbenen- 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



m hSONCHEN 



L KENNZEICHNUNG DES M DCROORG AN1S M US 



Vom HINTERLEGER zugetcihcs Bezugszeichen: 

DSM No. 20017 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zngeteilte EINGANGSNUMMER: 



DSM 15753 



a WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dem unter L bezeicbaetcn Mikroorganismus wurde 

( ) cine wisseuscbaftliche Beschreibung 

( x ) cine vorgeschlagenc taxonomische Bezeichnung 

cingcreichL 

(Zutreffendes ankreuzen). 



DL E IN GANG UND ANNAHME 



Dicse intcraationalc Hintcrlegungsstclle nimmt den unier I bezeichneten Mikroorganismus an, dcr bei ihr am 2003-07- 1 1 (Datum der Erst- 

hmteTlegung) 1 emgegangen isL k 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichncte Mikroorganismus ist bei diescr Internationalen Hinterlegungss telle am cingegangen (Datum dcr Erst- 

hmtcrlegung) und cm Antrag auf Umwandhing diescr Ersthintcrlegung in eine Hinterlegung gemafl Budapester Venrag ist am 
emgegangen (Datum des Eingangs dcs Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSM2-DEUTSCHE S AM ML UN G VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



^chrift: Mascberodcr Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Untcrschrift(cn) dcr zur Vcrtrcruog dcr internationalen Hinicrleguagssteile 
befugten Person(en) odcr des (dcr) von ihr ermachtigten Bcdiensieien: 



Datum: 2003-07-16 



Falls Regcl 6.4 Bucbstabe d zutrifn, ist dies der Zeitpunkt, zu dem dcr Status cincr internationalen Hinterlegungss telle era- orb en worden isL 
Formblan DSMZ-BP/4 (cinzigc Sciie) 12/2001 



KfcCUUNllIUN Of intUtrUMI Ul- MlUKUUKUAJNDMa 

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 

Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



_ INTERN AIIQNAJ-, FORM 



HPO - Munich 

22 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
-6.7056-Ludwigsfaafea- 



1 2 Jum 2004 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
LCtoJkileJLXby-the- 



INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20017 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15753 



IL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 

( ) a scientific description 

( x) a proposed taxooomtc designation 

(Mark with a cross where applicable). 



HL RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 2003-07- 1 1 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on 
for conversion). 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Address: Maschcrodcr Wcg lb 

D-38124 Braunschweig 



Signatures) of pcrson(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized officiai(s): 



Dare: 2003-07-16 



' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 



PCT/EP2004/006564 
FUR DEE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH 



-JNIERNAHQN A I .ES FQRMBLATt E PQ 



BASF AG 
Cari-Bosch-Str. 38 
-6305 6-Ludwigshafeiu 



"XEBENSFAHIGKETTSBESCHEINTGUNG 

ausgestellt gemafl Re gel 1 0.2 von der uDtcn angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HtNTERLEGER 


IL KENNZEICHNUNG DES M IKROORG ANISMUS 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
67056 Ludwigshafen 

Anschrift: 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15753 

Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung': 

2003-07.ll 



ffl. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lebensfahigkeit des unter II gen arm ten Mikroorganismus ist am 2003*07-14 2 gepruft word en. 

Zu diescm Zeitpunkt war der Mikroorganismus 

(X) 3 lebcnsfafaig 

( ) J nicht mehr lebensfahig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPR0FUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 4 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ -DEUTSCHE SAM M LUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Maschcroder Weg lb 

0-38 1 24 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der international en Hinterlegungss telle 
befugten Person (en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 



Datum: 2003-07-16 



An g a be des Datums der Ersthintcrlcgung. Wean eine cm cute Hiaterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommes word en ist, Angabe des Darums der 
jewei Is letzicn emeu ten Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a ZirTer ii und iit vorgescbenen Fallen Angabe der letzicn Lxbensfahigkcitsprufung. 
ZutrerTendes ankreuzen. 

AusfuJlen, wcon die Angaben bean tragi worden sind und wcon die Ergebnisse der Prufung negativ waren. 



Formblan DSMZ-BP/9 (cinzige Seite) 12/2001 
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V LABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


D. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15753 

Date of the deposit or the transfer': 

2003-07-11 


ID. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2003-07-14 3 • 
On that date, the said microorganism was 


( x ) 5 viable 




( f no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signatures) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized orTicial(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Date: 2003-07-16 



1 Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date 

of the transfer). 

1 In the cases referred to in Rule 1 0.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test. 

J Mark with a cross the applicable box. 

* Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 

Form DSM2-BP/9 (sole page) 12/2001 
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- SBESTAnGUN Q E^JHJNTEiU^GJJN Q a _ 

-ausgcstcJlt^gemafl-Regel^-l-von-dCT untrn-angcgebenc 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSS~ 




N/tO NCHEN 



L KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

DSM No. 20074 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 



DSM 15754 



a WIS SENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm imtcr I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 



( ) cine wissenschaftlichc Beschreibung 

( X ) cine vorgescblagene taxonomische Bczeichnung 

eiogereicht. 

(Zutreffendes ankreuzen). 



m EINGANG UND ANNAHME 



Dicsc Internationale Hinterlegungsstelle nimmt den untcr I bezcichnetcn Mikroorganismus an, der bei ihr am 200^ -07- 1 1 
hmte^Iegung) , eingegangen ist. 1 A 



(Datum dcr Erst- 



TV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



per unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am 

hinterlegung) und cin Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in cine Hinterlcgung gemafl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags aufUmwandlung). 



eingegangen (Datum der Ersi- 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascberoder Weg lb 

D-38 1 24 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vcrtretung der internationaJen Hinterlegungsstelle 
beftjgten Person(en) oder des (der) von ihr crmacbtigtcn Bed i ens te ten: 

Datum: 2003-07-16 



Falls Rcgel 6.4 Buchstabe d zucrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dcm der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist. 
Formblart DSMZ-BP/4 (einzigc Seitc) 12/2001 
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RECEIPT IN TH E CASE OF AN ORIGINAL DEPO SIT 



-issu^pureuant^-RiUe^ 



INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20074 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15754 



a SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 



( ) a scientific description 

( x ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



m. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 2003-07- 1 1 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 

for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M OCROORG AN IS M EN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Signarure(s) of person(s) having the power to represent the 
Internationa] Depositary Authority or of authorized ofHciaJ(s): 



Date: 2003-07-16 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 
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PCT/EP2004/006564 
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Zellkulturen GmbH 



-[NTERNATIONAbES-FORMBIsATT- 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
^=67056~feudwigshaferF 



tPO - Munich 
73 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHElNlGONO : 

ausgestellt gemafl Kegel 10.2 von der iwten angegebeoeo 
1NTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEGER 


IL KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: BASF AG 

Cari-Bosch-Str. 38 
67056 Ludwigshafen 

Anschrift: 


Von der INTERNATTONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15754 

Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung': 

2003-07-11 


UL LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Lcbcnsfahigkeit des untcr II gen aim ten Mikroorganismus ist am 2003-07-14 2 gepruft worden. 
Zu diescm Zeitpunkt war der Mikroorganismus 


(xY lebensfahig 

( y nicht mehr lebensfahig 




rv. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST* 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Venretung der international en Hi nterlegungss telle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 


Anschrift: Maschcroder Wcg lb 

D-38124 Braunschweig 


Datum: 2003-07-16 



Angabe des Datums der ErsihinterlegUDg. Wenn cine erneute Hinterlegung oder cine Weiterleitung vorgenornmen worden ist, An gab c des Da rums der 
jeweils letzien erneuten Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in Rege) 10.2 Buchstabe a ZifTer ii und iii vorgeschenen Fallen Angabe der letzien Lcbensfahigkeitsprurung. 
Zutreffendes ankreuzen. 

A us full ca, wean die Angaben bean era gt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prufung negativ waren. 



Formblaa DSMZ-BP/9 (cinzigc Seite) 12/2001 



PCT/EP2()04/()06564 

RECOGNITION OF THE DEPOSrT OF MICROORGANISMS Mikroorganisrnen und 

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE Zeltkulturen GmbH , 



EPO - Mun ich 

INTERNATlONAIrFORM— 73 

basf ag HJumM 

Carl-Bosch-Str. 38 



issued pursuant to Rule 1 0.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


a IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15754 

Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


m VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under U above was tested on 2003-07-14 
On that date, the said microorganism was 



(x) 5 viab,c 

( ) 3 no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSM2- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signatures) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascb erode r Weg lb 

D-38124 Braunschweig 






Date: 2003-07-16 



fa the ™es f rrfcrred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii). refer to the most recent viability test, 
1 Mark with a cross the applicable box. 

FilHnTf the ►information has been requested and if the results of the test were negative. 
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EMPFANGSBE STATIGU NG BEI ERSTHINTER LEGUNG. 
:*us^e]lt;^mafl^ 




L KENNZE1CHNUNG DES MDCROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugetctltes Bczugszeichen: 

DSM No. 20207 



Von der INTERN ATION ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 



DSM 15755 



IL WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm unter I. bczeichneten Mikroorgaiusmus wurdc 



( ) eine wissenschaftliche Beschreibung 

( x ) cine vorgescblagcnc taxonomische Bezeichnung 

eingereicht 

(ZutrerTendes ankreuzen). 



ffl. EINGANG UND ANN AHME 



Diese intcmaiionalc Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten MQcroorganismus an, der bei ihr am 2003-07-1 1 (Datum der Erst- 

hinterlegung) 1 eingegangen ist. 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMW AND LUNG 



Der uoter I bezeichnetc Mikroorganisrnus ist bei dieser Intemationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 

hintcrlegung) und ein An crag auf Umwandlung dieser Erstbinterlegung in eine Hinterlegung gemafi Bud apes ter Vcrtrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags aufUmwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascb erode r Weg lb 

D-38I24 Braunschweig 



Un terse hrift(en) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) Oder des (der) von ihr ermachtigtcn Bediensteten: 

Datum: 2003-07-16 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeirpunkt, zu dero der Status einer intemationalen Hinterlegungsstelle crworben word en ist. 
Formblart DSMZ-BP/4 (einzige Scite) 12/2001 
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RECEIPT IN THE CAS E OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
jissued4>ursuaot,toj(uigi?rJ:by:tbe 



INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20207 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15755 



H. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 

( ) a scientific description 

( x ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



m. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 2003-07- 1 1 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on 

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on 
for conversion). 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE S AM ML UN G VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Address: Maschcrodcr Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 



Date: 2003-07-16 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 
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ausgestellt gemafl Rcgcl 10.2 von der listen angegebeuen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEOER 


IL KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 




Name: BASF AG 

Cari-Bosch-Str. 38 
67056 Ludwigshafen 

Anschnfb 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15755 

Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung 1 : 

2003-07-11 




UL LEBENSFAHIGKE1TSBESCHEINIGUNG 


Die Lebensfahigkeit des unlcr U gen arm ten Mikroorganismus ist am 2003-07- 1 4 3 gepriift word en. 
Zu diesem ZcitpunJkt war der Mikroorganismus 

(X? lebensfahig 

( f nicbt mehr lebensfahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORD EN 1ST 4 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MKROORGANISMEN UND ZELLXULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Unterscbrift(en) der zur Vertretung der internationalcn Hinterlegungsstelle 
befugtcn Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bedicnsteten: 

Datum: 2003-07-16 



Angabe des Darums der Ersthintcrlegung. Wenn cine erneute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, An gab e des Da rums der 
jewcib letzten erneuten Hinterlcguog oder Weiterleitung. 
1 In den in Regel 10.2 Buchstabe a ZifTer ii und iii vorgesehencn Fallen Angabe der letzten Lebensfahigkeitsprufung 

Zutreffendes aakreuzen. 

AusnUlen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prufung negariv war en. 
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VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule 10.2 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



Name: 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 



DEPOSITOR 



IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15755 

Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 



ffl. VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2003-07-14 
On that date, the said microorganism was 



( x ) 3 viable 

( )' no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



Address: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Maschcroder Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized orTicial(s): 

Date: 2003-07-16 



1 Indicate the date of original deposit or, where a new 

fa 'the Preferred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii). refer to the most recent viability test 
- ^n^^ -d if the resul* of the test were negative. 

Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001 



deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intentional Application No 

Pcl^P 2004/006564 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12P7/42 C12P41/00 C12N1/20 C12N15/01 C12N9/90 

C12N15/52 C12N15/11 C12N15/74 
//(C12P7/42,C12R1:225) 

According to international Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system lollowed by classification symbols) 

IPC 7 C12P C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS, EMBASE , CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 9 


Citation of document, with indication, where appropriate, ot the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


SILVIA M. 6 LUCK ET AL. : "Lactate Racemase 
as a Versatile Tool for the Racemization 
of Alpha-Hydroxycarboxyl ic Acids" 
CHEMICKE LI STY , 

vol. 97, no. 6, 1 June 2003 (2003-06-01), 
page 363, XP002301107 
PRAHA, CZ 
Abstract P121 


1-22 


X 


SCHNELL, BARBARA ET AL: "Enzymatic 
racemization and its application to 
synthetic biotransformations" 
ADVANCED SYNTHESIS & CATALYSIS , 345(6+7), 
653-666 CODEN: ASCAF7; ISSN : 1615-4150, 
13 June 2003 (2003-06-13), XP002301108 


1-6 


A 


Kapitel 1( Introduction) und 2 


7-22 




(Alpha-Hydroxy Carbonyl Derivatives) 




-/-- 





C3 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent famfly members are lisled in annex. 



Special categories of cited documents : 

A* document defining the general state of the art which is nol 
considered 10 be of particular relevance 

E* earlier document but published on or after the international 
tiling date 

L* document which may throw doubts on priority ctaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
oil at ion or other special reason (as specified) 

Or document referring to an oral disclosure, use, Bxhibition or 
other means 

=»• document published prior to the international filing dale Dul 
laier than the priority date claimed 



*T" later document published after the international filing date 
or priority data and not in conflict with the application but 
cited lo understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive slop when the document is taken alone 

'V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to bivorve an inventive step when the 
document is combined with one or more oiner such docu- 
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